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Ⅰ- 1. 序論 
Ⅰ- 1 - 1. インフルエンザの流行と脅威 
インフルエンザウイルスの感染によって引き起こされるインフルエンザは、
38℃以上の発熱や頭痛・関節痛・筋肉痛などの全身の症状が現れる点で風邪と
は区別され、併せて普通の風邪と同じように、のどの痛み、鼻汁、咳などの症
状も見られる。また、子どもではまれに急性脳症を、高齢者や免疫力の低下し
ている人では肺炎を伴う等、重症になることがある 1。 
 
インフルエンザは毎年季節的な流行を繰り返し、世界的に 1 年間で 25 ~ 50 万
人もの死者を出している 2。家禽類に対する感染による経済的な被害も大きい。
加えて、インフルエンザウイルスは 10 年あるいはそれ以上の周期でパンデミッ
クと呼ばれる世界的大流行を引き起こす。特に、1918 年のスペインかぜ、1957
年のアジアかぜ、1968 年の香港かぜ、2005 年の高病原性鳥インフルエンザ、そ
して 2009 年のブタインフルエンザは世界的に多大なる犠牲者、被害をもたらし
ており、将来的な更なるパンデミックに対する警鐘を鳴らしている 3。また、1997
年に香港において高病原性鳥インフルエンザウイルスのヒトへの感染が初めて
確認されて以来、そのウイルスのもつ高い致死性により少数ながら死者が報告
されている 4。このウイルスが将来的に遺伝子変異によってヒトへの易感染性、
ヒトからヒトへの易伝染性を獲得した場合、人類に対する影響は計り知れない
ものである。 
 
Ⅰ- 1 - 2. インフルエンザウイルスの分類 
インフルエンザウイルスはオルトミクソ科に属し、脂質二重膜のエンベロー
プの中にマイナス鎖の一本鎖 RNA を自身のゲノムとしてもつ 5。インフルエン
ザウイルスは nucleoprotein と matrix protein の抗原性の違いにより、A 型、B 型、
C 型に分類される 6。インフルエンザの流行には A 型が最も深く関わっており、
パンデミックを引き起こすのは A 型のみである。A 型のインフルエンザウイル
スはさらに表面糖タンパク質であるヘマグルチニン(HA)とノイラミニダーゼ
(NA)の抗原性の違いにより 16 種類の HA 亜型(H1-H16)7と 9 種類の NA 亜型
(N1-N9)
8に分類される。これらの情報に加えて、年度、場所などの情報も併せ
て個別の分離されたウイルスが株として命名・分類される。 
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Ⅰ- 1 - 3. A 型インフルエンザウイルスの遺伝子とタンパク質 
A 型インフルエンザウイルスのゲノムは 8 つの分節に分かれており、それぞ
れが 1 つ以上のタンパク質をコードしている(Fig. 1)3。これらのうち、ビリオン
のエンベロープ表面には、多数のヘマグルチニン(HA)やノイラミニダーゼ(NA)、
少数の M2 イオンチャネルが存在する。また、比較的大きな 3 つの RNA 分節に
はそれぞれ PA、PB1、PB2 タンパク質がコードされており、これら 3 つのサブ
ユニットによりポリメラーゼ複合体ができる。その他には nucleoprotein(NP)、
M1 matrix protein、NS1、NS2/NEP(nuclear export protein)などがゲノム中にコード
されている。 
 
PB1-F2はPB1遺伝子の+1フレームシフトにより発現されるタンパク質であり、
アポトーシスの誘導 9や、インターフェロン産生の抑制 10などの機能をもつ。最
近でも新規なタンパク質の発見は続いており、PB1 遺伝子からは 3 番目のタン
パク質、PB1-N40 が見出され 11、PA 遺伝子からは PA-X12、PA-N155 と PA-N18213
が見出されている。このように限られた RNA ゲノムからフレームシフトやスプ
ライシングバリアントによってより多くのタンパク質が作られており、現在ま
でに 15 のタンパク質が見出されているが、今後もその数が増加することが十分
に予想される。 
 
 
 
Fig. 1 A 型インフルエンザウイルスの遺伝子とタンパク質 3 
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Ⅰ- 1 - 4. vRNP について 
インフルエンザウイルスの分節ゲノム RNA(viral RNAs, vRNAs)は単独ではな
く、それぞれの分節がオリゴマー化した nucleoprotein(NP)に絡みつき、その先端
でヘテロ 3量体のポリメラーゼが結合した viral ribonucleoprotein particles(vRNPs)
として存在する 14, 15。Fig. 2Aは極低温電子顕微鏡(cryo-EM)により得られた vRNP
のモデルである 16。右端の緑と茶色の部分がポリメラーゼに相当し、その他の部
分は NP が何分子も連なったものである。Fig. 2B, C は 2A の部分構造であるが、
NP に対して巻き付いている vRNA が黄色の糸で表されている。NP の構造は、X
線結晶構造解析により得られた NP モノマーの構造 17を cryo-EM による vRNP
モデル構造にドッキングさせて表示している。 
 
 
Fig. 2 vRNP の構造 16 
 
 
Ⅰ- 1 - 5.  A 型インフルエンザウイルスの生活環 
 
A 型インフルエンザウイルスの生活環を Fig. 3 に沿って概説する 18。 
 
(a) 宿主の細胞表面への吸着と細胞内への侵入 
ウイルスのエンベロープ膜に存在する糖タンパク質である HA が宿主のシ
アル酸レセプターを認識し、結合する 19。シアル酸レセプターの認識パター
ンに多様性があることから、HA はウイルスの宿主適合性を決める重要なタ
ンパク質であるといえる 20。細胞内への侵入はクラスリン依存的なエンドサ
イトーシスとマクロピノサイトーシスを介したものである 21。 
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Fig. 3 インフルエンザウイルスの生活環 18 
 
 
(b) ウイルス膜とエンドソーム膜の融合、vRNP の放出、vRNP の核輸送 
エンドソーム内が酸性の環境であるため、HA はコンフォメーション変化を
起こしてエンドソーム膜に結合し、ウイルス膜とエンドソーム膜を融合させ
る 7。M2 イオンチャネルを介したエンドソームからビリオン内へのプロト
ンの流入により、M1 タンパク質に結合していた vRNP が解離して細胞質に
放出される 22。vRNP 中の NP に存在する nuclear localization sequences (NLSs)
が認識されて vRNP が核内へと輸送される 23。 
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(c) vRNA から mRNA への転写 
まず、PB2 サブユニットに存在するキャップ結合部位が宿主 RNA の 5’末端
にあるキャップ構造を認識して結合する 24, 25。続いて、PA サブユニットに
存在するエンドヌクレアーゼ活性により、キャップ構造の 10 ~ 13 塩基対下
流のヌクレオチドが切断される 26-28。この”cap snatching”と呼ばれる過程で切
断されたオリゴヌクレオチドはプライマーとして利用され、PB1 を活性本体
とするポリメラーゼ活性により、このオリゴヌクレオチドの 3’末端から
vRNA → mRNA の転写が起こる 26, 29。 
 
 
Fig. 4 vRNA から mRNA への転写 3 
    a: インフルエンザウイルスの転写活性には”cap snatching”が必須である 
      b: キャップ構造 
      c,d: キャップ結合部位とエンドヌクレアーゼドメイン 
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(d) mRNA の翻訳と産生されたタンパク質の移行 
作られた mRNA は細胞質へと輸送され、宿主のもつリボソームにより翻訳
される。膜タンパク質である HA、NA、M2 は小胞体でプロセシングされ、
ゴルジ体で糖修飾を受けた後、細胞膜へと移行する。 
 
(e) 宿主 pre-mRNA から mRNA への成熟化の阻害 
ウイルス由来のタンパク質 NS1 が宿主 pre-mRNA の 3’末端のプロセシング
を阻害するために、宿主の mRNA の産生は抑制される 30, 31。このため宿主
はインターフェロン β などの抗ウイルス活性をもつ物質を十分に産生する
ことができなくなる。 
 
(f) vRNA の複製と vRNP の細胞質への移行 
ウイルスのポリメラーゼ複合体は転写だけでなく複製も行う 32。複製にはプ
ライマーは用いられないが、NP 分子を多数必要とする 33。vRNA はマイナ
ス鎖の一本鎖であるため、複製するにはまず vRNA を鋳型としてプラス鎖の
cRNA を合成した後、cRNA を鋳型として vRNA を合成する(vRNA → cRNA 
→ vRNA)。合成された RNA 鎖に対してはすぐに NP 分子が結合し vRNP を
形成する 34。産生された vRNP は M1-NS2(NEP)複合体と結合する。NS2(NEP)
は hCRM1 と相互作用し、hCRM1 による vRNP の核外輸送を仲介する 35。 
 
(g) 細胞膜でのウイルス構成要素の集合と新規ウイルス粒子の出芽・放出 
vRNP は細胞膜において新規ウイルス粒子に組み込まれ、出芽する 36。ただ
し、新規ウイルスの表面にある HA が細胞表面のシアル酸レセプターと結合
してしまう。そこで NA はこれらのシアル酸を切断し、ウイルスを完全に細
胞から放出させる 37。 
 
Ⅰ- 1 - 6. インフルエンザワクチン 
インフルエンザウイルスに対する主な防護手段はワクチン接種である。イン
フルエンザワクチンには HA 部分だけの不活化ワクチンが用いられる。ただし、
インフルエンザウイルスは常に抗原変異を繰り返しているため、毎年 WHO など
の保健機関が予測する、流行すると思われる型に対して有効なワクチンが作ら
れる。インフルエンザワクチンは完成までに 6 か月以上の時間を要するため、
抗原性が大きく変わり、かつ突発的で急速に広まっていくインフルエンザパン
デミックに対抗するための手段としては現実的ではない。さらに、ワクチンの
効果は接種者の免疫力にも依存するため、人によっては完全にはワクチンが働
かない場合もある 38。 
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Ⅰ- 1 - 7. インフルエンザに用いる抗ウイルス薬と薬剤耐性 
Table 1 にインフルエンザウイルスに対して用いられる承認された抗ウイルス
薬と開発中の主なものを示す 39。現在までに FDA は 2 種類の NA 阻害剤、オセ
ルタミビル(タミフル®）、ザナミビル(リレンザ®)に加え、2 種類の M2 チャネル
阻害剤、アマンタジン(シンメトレル®など)、リマンタジン(フルマジン®)を承認
している。 
 
日本では、4 種類の NA 阻害剤、オセルタミビル(タミフル®）、ザナミビル(リ
レンザ®)、ペラミビル(ラピアクタ®)、ラニナミビル(イナビル®)と 1 種類の M2
チャネル阻害剤、アマンタジン(シンメトレル®など)が承認されている。加えて、
富山化学工業(株)の開発した RNA ポリメラーゼ阻害剤であるファビピラビル
(T-705)が臨床第Ⅲ相試験を終了し、2014 年 3 月に製造販売承認を取得した 40。
ファビピラビルはプリンアナログであり、生体内で活性代謝物ヌクレオシド三
リン酸体となり、ウイルスのポリメラーゼに誤認識させて RNA の伸長を阻害す
ることで、抗ウイルス活性を示すと考えられている 41。 
 
実際の臨床においては、M2 阻害剤であるアマンタジンやリマンタジンは薬剤
耐性ウイルスの蔓延のために使われなくなっている 42。代わりに NA 阻害剤(特
に唯一経口投与が可能なオセルタミビル)が広く用いられる。ただし、これら NA
阻害剤に対しても耐性ウイルスが広がりをみせており 43-46、新規の異なる作用機
序による抗ウイルス薬の開発が急務となっている。 
Table 1 インフルエンザウイルスに対する承認済あるいは開発中の阻害剤 39 
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Ⅰ- 1 - 8.  抗ウイルス薬研究開発のアプローチ 
さまざまなアプローチで新規抗ウイルス薬の開発が行われているが、現在最
も盛んに行なわれているのは既存の抗ウイルス薬とは異なるウイルスタンパク
質を標的とした新規のクラスの阻害剤の開発である。インフルエンザウイルス
のもつほぼ全てのタンパク質が標的となりうるが、その一部は Table 1 で示して
いる。その他のタンパク質の標的部位、阻害活性化合物などはレビューを参照
されたい 3, 18, 39, 47。 
 
別のアプローチとしては既存薬の改良が考えられる。これには化学的に化合
物を改変する方法と、薬剤の物性を変え、送達ルートの改変やバイオアベイラ
ビリティの改善を行う方法がある。 
 
3 つ目のアプローチは、漢方である。漢方の中にはインフルエンザに対して有
効な処方がいくつか見つかっており、例えば葛根湯をインフルエンザに感染し
たマウスに処方すると、有意に体重の減少を抑えることがわかっている 48。こう
した漢方薬の中から有効成分が抽出され、漢方においても科学的なエビデンス
が蓄積していくことが望まれる。 
 
4 つ目として、ウイルスと宿主細胞との相互作用や宿主自身を標的とするアプ
ローチがある。これらには、ある程度直接的に抗ウイルス活性をもつものや、
免疫力を向上させる、あるいはウイルスに由来する免疫力の低下を抑制するこ
とでウイルスに間接的に働くもの、有害な免疫反応を抑えるものなどがある。
これらは免疫反応による組織へのダメージを減弱し、かつ、薬剤耐性の問題の
起きる可能性が低いという利点をもつ。それらのうちの一部の標的部位を Fig. 5
に示す 49。中でも、シアリダーゼ活性をもつタンパク質、DAS181 は国際的な第
Ⅱ相試験において良好な結果が得られている 39。その他の標的部位、標的作用薬
物などはレビューを参照されたい 39, 49。ただし、ウイルスと宿主との相互作用ネ
ットワークは複雑であり 50-54、今後も新たな抗ウイルス標的が見出されていくこ
とが予想される。 
Ⅰ- 1 - 9.  エンドヌクレアーゼ阻害剤 
1990 年代からインフルエンザウイルスのエンドヌクレアーゼ阻害剤がいくつ
か見出されている(Fig. 6)55-60。これらの中でも特に、ジケト酸誘導体である
L-742,001 はインフルエンザウイルスの転写活性、ウイルスの増殖を共に約
0.4µM の IC50値で阻害することがわかっている
57。 
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Fig. 5 新しい概念に基づくインフルエンザ阻害剤 49 
 
 
 
Fig. 6 インフルエンザウイルスのエンドヌクレアーゼ阻害剤 3 
a b c 
d e f 
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Fig. 6d はジケト酸化合物がエンドヌクレアーゼ活性中心に存在する 2 つの金
属イオンに配位する様子を示しているが、以前はエンドヌクレアーゼ活性部位
に関する構造的な情報がなく、ポリメラーゼ複合体のどの部分にエンドヌクレ
アーゼ活性があるのかも判明していなかった。ただ、これらの阻害剤の阻害活
性には Fig. 6d のように 2 つの金属イオンに配位するようなモチーフが必須であ
ったため、エンドヌクレアーゼ活性中心には金属イオンが 2 つ配位していると
の推定のもと、阻害剤開発が進められていた。 
 
Ⅰ- 1 - 10.  エンドヌクレアーゼ活性部位、PANの構造 
2009年、2 つの研究グループにより別々に、PA サブユニットの N 末端側約 200
残基(PAN)の X 線結晶構造が初めて解かれ、エンドヌクレアーゼ活性がこのドメ
インに存在することが明らかとなった(Fig. 7,8)27, 28。 
 
Fig. 7 エンドヌクレアーゼ活性部位、PANの構造
27
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Fig. 8 エンドヌクレアーゼ活性部位、PANの構造
28
 
 
 
 
その後すぐに、3 種のヌクレオチドがそれぞれ結合した PANの X 線結晶構造
が報告されている(Fig. 9)61。 
 
 
 
Fig. 9 PANに rUMP が結合した X 線結晶構造
61
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これらの構造から、PANは PD-(D/E)XK ヌクレアーゼスーパーファミリーに属
することがわかった 62。このスーパーファミリーに属するタンパク質は活性中心
の独特のモチーフ以外は 1 次配列類似性が低いものの、類似のコアフォールデ
ィング(αβββαβ トポロジー)をもち、生体内の様々なプロセスにおいて核酸の切
断活性(主に DNase 活性)をもつ。同じスーパーファミリー内の他のタンパク質と
比べると、①134 番目の Lys 残基が本来のモチーフとは異なる場所に移っている
こと、②生体内で RNase として機能すること(in vitro において一本鎖 DNA 切断
活性も確認されている 28, 63, 64)、③活性中心に保存された His 残基をもつこと、
などの点が特徴的である。Fig. 10 は PANの X 線結晶構造に対して、基質 RNA
の結合した構造がすでに得られている類似酵素(EcoRⅤ)を重ね合わせて得られ
たモデル構造である 61。実際の RNA 結合構造を確認するには X 線結晶構造解析
が必要である。 
 
 
 
 
Fig. 10 PANに対する RNA の結合構造のモデル
61
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Ⅰ- 1 - 11. PANと阻害剤の共結晶構造 
PANの結晶構造が解かれた後も新たなクラスのエンドヌクレアーゼ阻害剤が
発見されていたが 65-67、2012 年に、今までに発見されていた数種の阻害剤や新
規の阻害剤などについて、PANとの共結晶構造が 2 つの研究グループにより解か
れた 68, 69。Fig. 11 の化合物 1 ~ 6 は結晶構造 A ~ F の黄色で示す化合物に対応し
ている(注：ここでの化合物の番号は以降での化合物に用いる番号とは関係ない)。
B と E については、2 つ目の分子が結合している。 
 
 
Fig. 11 PANとの共結晶構造が得られた化合物(上)とその共結晶構造(下)
68
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Fig. 12a では活性中心付近の残基のうち、インフルエンザウイルスで非常に保
存されているものが赤色で示されている。保存された残基が多いことは、この
部位の直接的阻害剤がインフルエンザウイルスの多くの型に対して有効で耐性
ウイルスができにくい抗ウイルス薬となる可能性を示唆している。Fig. 12b では
6 つの阻害化合物が重ね合わせて表示されている。これらの化合物は多様な結合
様式を見せており、それぞれ異なるポケットに置換基を伸ばしている。ただし、
どの化合物も 2 つの 2 価 Mn イオンに配位している点では違いはない。 
 
 
 
Fig. 12 活性中心付近の保存された残基(a)と阻害化合物の結合様式の多様性(b)68 
 
 
 
Fig. 13A ~ F はもう 1 つの研究グループにより解かれた異なる化合物の PANと
の共結晶構造である。これらのうち 3つの構造とアポタンパク質の構造が Fig. 14
において surface representation で図示されている。これらの化合物も必ず Mn イ
オンには配位する一方、多様な結合様式を見せていることがわかる。 
 
今後、これらの阻害剤結合構造をもとに、理論的な化合物の設計と合成によ
って優れたウイルス阻害活性をもつ化合物が創出されていくものと期待される。 
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Fig. 13 PANとの共結晶構造が得られた化合物(右)とその共結晶構造(左)
69
 
 
Fig. 14 アポタンパク質と 3 つの阻害剤がそれぞれ結合した PANの構造
69
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Ⅰ- 1 - 12. PAN活性中心の金属イオンについて 
Mgイオンも Mn イオンもインフルエンザウイルスのエンドヌクレアーゼ活性
の補因子として用いることができるが、Mn イオンのほうがより強く活性中心の
2 つの金属結合部位に配位し、その活性もより高い 28, 70。一方、full-length の PA
を用いた酵素活性測定から、Mg イオンを用いた時と Mn イオンを用いた時では
基質の切断パターンが異なることがわかっている 64。これはそれぞれの金属イオ
ンを用いた時で活性部位のコンフォメーションが異なる可能性を示唆するもの
であり、阻害剤の結合にも影響を及ぼしている可能性が考えられる。細胞内濃
度については Mg イオン(mM range)が Mn イオン(µM range)よりもかなり高く、
生理的条件下では Mg イオンのはたらきがより重要であると考えられている。た
だし、どちらの金属イオンも多くの細胞内酵素の補因子であることなども考慮
すると、Mn イオンのはたらきにも議論の余地が残されているといえる。阻害剤
と PANの共結晶の X 線解析を行うという目的においては親和性の高い Mn イオ
ンを用いるのが妥当であると考えられる。酵素レベルで化合物のエンドヌクレ
アーゼ阻害活性を測定する際には、余裕があれば両金属イオンについて測定し
たほうが無難である。 
 
 一方、金属結合部位に配位する金属イオンの数についても議論の余地がある。
2009 年の PANの X 線結晶構造解析に関する 3 つの論文
27, 28, 61において、活性中
心の 2 つの金属結合部位に 2 つの Mn イオンが結合している構造と、1 つの Mg
イオン、1 つの溶媒水分子が結合している構造がそれぞれ報告されている。2 つ
の金属結合部位のうち 1 つは高親和性であり、もう 1 つは低親和性であること、
MgイオンよりMnイオンのほうが高親和性であること 70,実験に用いた金属イオ
ン(の濃度)の違いから、2 つの構造における違いを説明することができる。しか
し、生理的条件下においてエンドヌクレアーゼ活性には金属イオンが活性部位
にいくつ必要なのかは分からない。エンドヌクレアーゼ阻害剤には 2 つの金属
イオンに配位するような部分構造が必須であることは Two-metal ion mechanism
を支持している。 
 
 2013 年の PANの X 線結晶構造解析に関する論文においては、PANの活性中心
に 3 番目の金属配位部位が見出されている 71。この 3 番目の金属がエンドヌクレ
アーゼ活性に対してどのように関わっているのか、あるいは関係ないのかは明
らかとなっていない。 
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概して、Metallonuclease において Two-metal ion mechanism は歴史的に多くの
支持を得ているが 72, 73、1 つの金属イオンでもヌクレアーゼ活性をもつと実証さ
れた例もある 74。そのような際には、2 つ目の金属イオンは活性を少し上げるほ
どの役割しかない。あるいは、1 つの金属イオンが反応の進行に沿って 2 つ目の
金属結合部位に移動していくことも可能であると考えられる 75, 76。Fig. 16 は
Two-metal ion mechanism における Metallonuclease の 3 つの反応様式を示してい
る。3 つの違いは、脱離基の解離が先か、求核剤の結合が先か、協奏的かという
ところである。One-metal ion mechanism では、1 つの金属イオンが 2 つ分のはた
らきをするか、活性部位のアミノ酸残基などが代替的なはたらきをする。 
 
このような反応メカニズムを調べるには、X 線結晶構造解析、計算科学、反
応速度論的解析などの手法が用いられるが、インフルエンザウイルスのエンド
ヌクレアーゼがどのようなメカニズムで活性を示しているのかについての具体
的な研究例はまだなく、さらなる研究が待たれる。 
 
 
Fig. 16 Two-metal ion mechanism における Metallonuclease の 3 つの反応様式 76 
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Ⅰ- 1 - 13. 分子動力学シミュレーションについて 
分子動力学法(Molecular Dynamics: MD)とは、「コンピュータを用いて分子運動
のシミュレーションを行い、分子の動的構造や物性を研究する方法」であり、「分
子の状態の時間発展を、ニュートンの運動方程式の数値解を差分法によってシ
ミュレーションすること」と定義できる。つまり、連立微分方程式 
 
を、時間 t に対する差分法に直して解くことである。ここで、mi, riは原子 i の質
量と位置、U は系全体のポテンシャルエネルギーである。ポテンシャルエネル
ギー関数は、力場と呼ばれるパラメータセット(Force Field)を用いて表される。
本研究で用いた AMBER のポテンシャルエネルギー関数を以下に示す。 
 
ポテンシャルエネルギー関数は共有結合性のエネルギー関数(共有結合 bond、
結合角 angle、二面角 dihedral)と、非共有結合性のエネルギー関数(van der Waals
相互作用、静電相互作用)から構成されている。 
 
 共有結合 Bond の運動は、力の定数 Kr、平衡結合長 reqのバネ運動に近似され
る。同様に、結合角 Angle の運動に関しても、力の定数 Kθ、平衡結合角 θeqのバ
ネとして近似される。二面角 Dihedralφ は 4 原子で構成され、そのポテンシャル
は、n 個の節を持ち、γ だけ位相をずらした cosine カーブの関数で表され、Vn
のエネルギー障壁を持つ。 
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Ⅰ- 2. 本研究の目的・概要 
 
 
本研究では、新規の作用機序によるインフルエンザウイルスに対する抗ウイ
ルス薬を創出することを最終的な目標として、インフルエンザウイルスのエン
ドヌクレアーゼ活性をもつ PANタンパク質に着目し、タンパク質の構造をベー
スとして阻害剤の開発を行っていくこととした。 
 
そこで、まず新規のインフルエンザウイルスのエンドヌクレアーゼ阻害剤を
探索するために、本研究室の所有する化合物ライブラリを用いて生化学的アッ
セイによるスクリーニングを行った。ヒットした化合物についてはその阻害活
性を測定した。 
 
続いて、得られた阻害活性化合物の PANに対する結合様式を明らかにするた
め、X 線結晶構造解析を行った。さらに、得られた結晶構造をもとに分子動力
学(MD)シミュレーションを行い、阻害化合物の結合安定性について調べた。 
 
最後に、化合物の構造改変による阻害活性向上の試みについて述べる。 
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Ⅰ- 3. 方法 
Ⅰ- 3 - 1. PANタンパク質発現ベクター 
PANの遺伝子（1 ~ 197 番目の残基をコードする DNA）を pET-50b(+) DNA 
(Novagen)に組み込んだ pET50b-PANを国立感染症研究所の山本典生博士より分
与していただいた(Fig. 17)。PANの遺伝子は PR8 株(A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1))
由来のものである。この発現ベクターでは、PANの遺伝子の N 末端側に HRV 3C 
protease 切断サイトがある。HRV 3C protease による切断をより効率的にする目的
でPANの遺伝子のN末端側にLeu-Gly-Serの3残基をコードするDNAを加えた。 
 
Fig. 17 発現ベクター pET50b-PAN (PR8) 
 
 また、残基番号 51 ~ 72 までのループ部分を削除した PAN (PAN
Δloop
)を発現する
ベクターpET50b-PAN
Δloopを次の手順で作製した。まず、pET50b-PANベクター中
の PAN遺伝子の残基番号で 51 と 72 の部位の 2 か所に site-directed mutagenesis に
より NheI サイトを導入した。次に、NheI によりこの 2 か所を切断した後に再ラ
pET50b-PANter-PR8
7325 bp
Nus-tag
6*His
T7 promoter
6*His
T7 terminator
HRV 3C
PA-Nterm
BamHI (7027)
EcoRI (7033)
HindIII (7073)
NcoI (5786)
SmaI (6426)
XmaI (6424)
AvaI (6424)
AvaI (7175)
ApaLI (1828)
ApaLI (2328)
ApaLI (4026)
ClaI (1251)
ClaI (4731)
ClaI (5021)
ClaI (5609)
ClaI (5687)
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イゲーションすることで 51 ~ 72 番目の残基が Ala-Ser の 2 残基の短いリンカー
に置き換わった配列が得られた。最後に、先行研究を参考にして、タンパク質
の結晶性を高める目的で PAN遺伝子の C 末端側に
Ala-Ala-Glu-Leu-Ala-Leu-Val-Pro-Arg の 9 残基に対応する塩基対を導入した。 
 
Ⅰ- 3 - 2. pET50b ベクター発現系による精製法 
pET-50b(+)ベクターはNusタグと 2つのHisタグがN末端に融合したタンパク
質を発現させることができる。Nus タグは発現タンパク質の可溶性を高め、可溶
性画分中への発現量を上げることができる 77, 78。His タグは融合タンパク質の固
定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィー(IMAC)による精製に利用さ
れる。IMAC による精製後、不要になった Nus タグ、His タグは HRV 3C protease
による部位特異的切断により除去することが可能である 79。HRV 3C protease に
もあらかじめ His タグを融合させておけば、再度 IMAC による精製を行うこと
で目的とするタンパク質を切断された Nus タグ、His タグと HRV 3C protease か
ら分離することが可能である。 
 
Ⅰ- 3 - 3. PAN及び PAN
Δloopの発現 
タンパク質発現用コンピテントセル Rosetta(DE3)pLysS (Novagen) 20 µL に対
して発現用プラスミドベクター pET50b-PANあるいは pET50b-PAN
Δloopを最終濃
度が 1 ng/µL となるよう加え、ヒートショック(42 °C, 30 sec)により形質転換を行
った。SOC 培地を加えて 1 hour 振とう培養した後、70 µg/mL のカナマイシン入
り 2×YT 寒天培地にその大腸菌懸濁液を塗り広げ、overnight で 37 °C にてインキ
ュベーションすることで形質転換した大腸菌選択的にコロニーを形成させた。
続いて、できたコロニーを採取し、LB 培地(日本製薬)1 L スケールにて 30 °C
でこれを培養し、OD600値が 0.8 ~ 1.0 となったところで IPTG (Takara)を最終濃度
0.2 mM となるよう加えてタンパク質の発現を誘導し、その後 17 °C にて 48 hours
培養した。培養後、5000×G で 15 分間培養液を遠心し大腸菌をペレット化した。 
 
Ⅰ- 3 - 4. 大腸菌からのタンパク質の抽出 
大腸菌ペレットを 40 mLの buffer溶液 (50 mM Tris-HCl (Wako) pH 8.0, 150 mM 
NaCl (nacalai tesque), 10 mM imidazole (Wako), 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl 
fluoride) (Sigma)) に懸濁させる。この懸濁液を超音波ホモジナイザー(SONIFIER 
250, BRANSON)でホモジナイズし、大腸菌の菌体を破砕してタンパク質を抽出
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した。抽出後は 14000×G で 30 分間遠心して菌体の残骸を沈殿させ、上清を 0.45 
µm マイクロフィルター(Millipore)に通して次の精製に用いている。 
 
Ⅰ- 3 - 5. PAN及び PAN
Δloopの精製 1 段階目 
HPLC（高速液体クロマトグラフィー）の装置として ACTA purifier (GE 
Healthcare) を用い、精製カラムは HisTrap HP 5mL (GE Healthcare)を使用した。
まず、buffer A (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole)で平衡化さ
せたカラムにフィルターろ過後のサンプルを注入した。それから buffer A を 16
カラムボリューム分流すことでカラムに吸着しないタンパク質、あるいは非特
異的にカラムに吸着したタンパク質を取り除いた後、buffer B (50 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 150 mM NaCl, 500 mM imidazole) を用いて imidazole 濃度にグラジエント
をかけて 500 mM までその濃度を上げていくことでサンプルを溶出させた。 
 
Ⅰ- 3 - 6. SDS-PAGE によるタンパク質の定性分析 
タンパク質溶液 15 µL に 4×SDS sample buffer 2ME(+) (Wako)を 5 µL 加えて混
合溶液を調整後、これを 98 °C の湯浴で 5 分熱した。サンプル混合溶液 10µL お
よび分子量マーカーとして Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad) 
7 µL を 10%アクリルアミドのゲルにアプライし電気泳動を行った。電気泳動後、
ゲルを超純水で洗浄し、CBB (Coomassie Brilliant Blue)染色液で 30 分染色した。
その後ゲルを一晩洗浄し、各フラクションのバンドから分子量を確認した。 
 
Ⅰ- 3 - 7. 目的サンプルの透析 
1 段階目の精製後、SDS-PAGE により目的の高さのバンドが確認されたフラク
ションを再生セルロース製透析チューブ(スペクトラ／ポア 3、SPECTRUM)中に
入れ、これを 1 L の buffer 溶液(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl)中、4 °C で
一晩撹拌し、タンパク質溶液中の imidazole 濃度を希釈した。 
 
Ⅰ- 3 - 8. HRV 3C protease によるタグの切断 
透析後のサンプルに、1 mg/mL の HRV 3C protease をサンプル中のタンパク質
量 1 mg に対して 10 µL の割合で加え、4 °C で 24 時間ゆっくり混和して反応さ
せ、His-Nus 融合タグを切断させた。タンパク質濃度の測定にはまず溶液の 280 
nm での吸光度を測定した。そして、遺伝子解析ソフト Vector NTI (Invitrogen)に
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よる解析で概算的に 280 nm の波長では 1 AU = 1.56 mg/mL と値が得られたので
この値からタンパク質濃度を計算した。この値は His-Nus タグ融合時のものであ
り、タグ切断後は 1 AU = 1.13mg/mL と値が得られたのでこの値を用いた。 
 
 HRV 3C protease については本研究室で発現・精製したものを用いた。発現ベ
クターは pET-21b(+) (Novagen)を用いているが、発現・精製の方法はⅠ- 3 - 3. ~ Ⅰ
- 3 - 7. とほぼ同じであり、省略する。ただし、Ⅰ- 3 - 7. の透析に用いる buffer
は 50 mM Tris-HCl (Wako) pH 8.0, 150 mM NaCl (nacalai tesque), 1 mM EDTA 
(Gibco), 5 mM DTT (Sigma)とし、その後 vivaspin 20 MWCO 5000 (SARTORIUS)
で濃縮し、2 mg/mL となったところで同量の 100% glycerol (Sigma-Aldrich)を加え
最終的に 50% glycerol, 1 mg/mL HRV 3C protease の溶液として-20 °C でストック
した。 
 
Ⅰ- 3 - 9. PAN及び PAN
Δloopの精製 2 段階目 
まず、オープンカラム中の Ni-NTA レジンにタグ切断後のサンプルを通し、そ
のスルー画分を取得した。次に HPLC（高速液体クロマトグラフィー）の装置と
して ACTA purifier を用いて TALON® Metal Affinity Resin (Clontech)を担持したカ
ラムで精製を重ねた。具体的には buffer A (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 
10 mM imidazole)で平衡化させたカラムにサンプルを注入し、さらに buffer A を
流すことでフロースルー画分のフラクションを取得した。 
 
Ⅰ- 3 - 10. PANの SDS-PAGE による精製確認 
Ⅰ- 3 - 6.と同様にして、2 段階精製後のタンパク質溶液に対して SDS-PAGE を
行い、PANの分子量に対応するバンドが見られるか確認した。ただし、染色方法
は銀染色とした。 
 
Ⅰ- 3 - 11. PAN
Δloopの精製 3 段階目 
PAN
Δloopについてはさらにゲルろ過精製を行い、その精製度を上げた。カラム
として HiLoad 16/60 Superdex 200 pg (GE Healthcare)を用い、buffer C (20 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl)で平衡化させたカラムにサンプルを注入し、さら
に buffer C を流すことで目的画分のフラクションを取得した。 
 
Ⅰ- 3 - 12. PAN
Δloopの SDS-PAGE による精製確認 
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Ⅰ- 3 - 6.と同様にして、3 段階精製後のタンパク質溶液に対して SDS-PAGE を
行い、PAN
Δloopの分子量に対応するバンドが見られるか確認した。ただし、染色
方法は Oriole (Bio-Rad)染色とした。 
 
Ⅰ- 3 - 13. 濃縮・保存 
2 段階目の精製でフロースルーに得られた PANのタンパク質溶液画分及び 3
段階目の精製でフロースルーに得られた PAN
Δloopのタンパク質溶液画分を、
Amicon Ultra-4 3NMWL (Millipore)を用いて限外ろ過により濃縮して 9.9 mg/mL
とし、-80 °C で使用時まで保存しておいた。 
 
Ⅰ- 3 - 14. エンドヌクレアーゼ活性阻害化合物の探索 
本研究室の所有する化合物ライブラリからPANのエンドヌクレアーゼ阻害活
性をもつ化合物を探索するためにスクリーニングを行った。PANの基質としては、
既にPANにより切断されることが確認されている環状一本鎖DNA、M13mp18 
(Fermentas)を用いた28。反応は10 µLスケールで行い、反応bufferは 20 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM β-mercaptoethanol, 1 mM MgCl2 とし、1.0 
mg/mLのPAN、100 µMのライブラリの化合物1種の存在下、5 ng/µLのM13mp18
を37 °Cで60分インキュベートした。コントロールとして、化合物を加えないも
の、化合物とPANを加えないものも同時に37 °Cで60分インキュベートした。60
分後、反応停止剤として金属イオンキレート剤のEDTAを最終濃度が20 mMとな
るよう加えた。これらの反応液を0.8%アガロースゲルにアプライして電気泳動
し、ethidium bromide (Wako)で染色されたM13mp18が見られるかどうかを
Typhoon FLA (GE Healthcare)で確認した。この一連の実験を約400化合物につい
て行った。 
 
Ⅰ- 3 - 15. 阻害化合物の IC50値の測定 
 先行研究と同様の方法により阻害化合物の IC50値を求めた
69, 71。基質として
は 17 塩基対の一本鎖 DNA の両端にそれぞれ 6-FAM と BHQ-1 が結合したプロ
ーブ(6-FAM)-AAT CGC AGG CAG CAC TC-(BHQ-1) (FASMAC Co., Ltd.)を用いた。
この基質が PANのエンドヌクレアーゼ活性により分解されて 6-FAM と BHQ-1
が離れると、6-FAM が蛍光を発することができる状態となるためその蛍光強度
から PANの活性を知ることができる。そこで、反応 buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 
100 mM NaCl, 10 mM β-mercaptoethanol, 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2)中に PAN (1 
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µM), 一本鎖 DNA プローブ (300 nM), 阻害化合物を混合することで、さまざま
な阻害化合物濃度における阻害活性を測定できる。実際の蛍光強度の測定は
FilterMax
TM
 F5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices)を用い、485 nm の
励起波長、535 nm の蛍光波長により 37 °C で 30 分間、50 秒のインターバルで測
定した。1 つの化合物濃度につき 3 回ずつ繰り返し測定した。コントロールとし
て、①阻害化合物を含まない DMSO を混ぜたもの、②阻害化合物を含まない
DMSOを混ぜるとともに PANを bufferで置き換えたものを用いた。反応速度(Vm)
と IC50値は SoftMax® Pro 6 により解析し、決定した。 
 
Ⅰ- 3 - 16. タンパク質の結晶化と化合物のソーキング 
 蒸気拡散法(ハンギングドロップ法)により PAN
Δloopのタンパク質結晶を以下
の条件で作出した。タンパク質溶液にはあらかじめ MnCl2を終濃度 4 mM とな
るよう加え、結晶化剤の組成は 100 mM MES pH 5.8, 1.1 M ammonium sulfate, 0.1 
M potassium chloride, 9% (v/v) trehalose とし、タンパク質溶液と結晶化剤それぞ
れ 1 µL を混合してハンギングドロップとし、18 °C でインキュベートした。そ
の 2 ~ 3 日後にタンパク質結晶が析出した。 
 
阻害化合物との共結晶構造を得るため、ソーキングを行った。阻害化合物の
ソーキング溶液として、上記の結晶化剤に MnCl2（終濃度 10 mM）と阻害化合
物（終濃度 4 mM）を混合したドロップ中に、作出したタンパク質結晶を移し、
18 °C で 2 hours インキュベートした。その後、ソーキング溶液の組成に対して
終濃度 22.5%となるよう glycerolを混合したクライオプロテクタント溶液中に結
晶を移してから、すぐに液体窒素中に移して瞬間凍結し、保存した。 
 
 また、PAN
Δloopと阻害化合物の pH 7.0 における共結晶構造を得るため、上記の
結晶化剤の pH を 7.0 に変えてソーキング溶液を作り、ソーキングを行った。そ
の他の条件は上記の pH 5.8 における条件と同様である。 
 
Ⅰ- 3 - 17. タンパク質の結晶構造の決定 
 X 線回折実験は茨城県つくば市の高エネルギー加速器研究機構内のフォトン
ファクトリーにおいて行った。X 線回折のデータは 100 K において収集した。
回折データは HKL2000 を用いて空間群の決定、積分、スケーリングの処理を行
った 80。強度の情報を構造因子に変換し、5%の回折点は Rfreeの計算に用いるこ
ととした。pH 5.8 における結晶構造の解析では PDB コード 4M5Q71の結晶構造
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をサーチモデルとして MOLREP プログラム 81により分子置換法を用い、結晶構
造を決定した。pH 7.0 の結晶構造解析においてはサーチモデルを PDB コード
4ZQQ（本研究で得られた PAN
Δloopの結晶構造。化合物の結合していないアポ体）
に変更して分子置換を行った。構造精密化には PHENIX82と COOT83を用いた。 
 
Ⅰ- 3 - 18. 分子動力学(MD)シミュレーション 
 得られた X 線結晶構造をもとに MD シミュレーションを行った。手順につい
て以下①～③の順に述べていく。 
①阻害化合物の電荷パラメータの計算 
②PANに配位する Mg イオンの電荷パラメータの計算 
③MD シミュレーションの条件設定 
 
①阻害化合物の電荷パラメータの計算 
まず阻害化合物の構造を Gauss View84で作成した。次に Gaussian09 85を用い
て B3LYP/6-31G**レベルで構造最適化した後、化合物の静電ポテンシャルを
IEFPCM 法 86によりエーテルの溶媒条件下(ε = 4)、B3LYP/cc-pVTZ レベルで計
算した。この計算結果をもとに、RESP 法 87を用いてそれぞれの原子の部分電
荷を決定した。 
 
②PANに配位する Mg イオンの電荷パラメータの計算 
生体内においてMnイオンは µMオーダーで存在する一方、MgイオンはmM
のオーダーで存在する。そのため、PANの生体内における重要な補因子は Mg
イオンであると考えられる 61, 88。PAN中では、Mg イオンは周囲の酸性アミノ
酸側鎖などの影響を受けてその電荷が実際には 2.00 よりも小さな値をとって
いると考えられる。そこで QM/MM 計算と分子軌道計算から電荷を求めた。 
 
より具体的には、まず RCSB Protein Data Bank89より PDB コード 2W6928の
pdb ファイルをダウンロードした。これは Mn イオンが 2 つ結合し、阻害剤は
結合していない構造である。今回は Mg イオンで計算を行うため、Mn イオン
は Mg イオンに置き換えた。また、2W69 は A/Victoria/3/1975 (H3N2)の株由来
の PANであったが、実験に用いた PR8 株由来の PANのアミノ酸配列で計算を
進めることとし、AMBER11 プログラムパッケージ 90中の LEaP モジュールを
用いて PR8 のアミノ酸配列に作り換えた。pdb ファイル中の missing residues
については modeller91プログラムで構造を再現した。各アミノ酸のプロトン化
状態の予測には PROPKA92を用い、LEaP モジュールで構造を変換した。 
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このモデル構造のうち、エンドヌクレアーゼ活性中心のアミノ酸(H41, E80, 
D108, E119)の側鎖と 2 つの Mg イオンを QM 領域に指定し(B3LYP/6-311+G** 
レベル)、その他の部分を MM 領域とし(Universal Force Field93)、Gaussian 09 に
実装されているONIOM法でQM/MM計算を行い、構造を最適化した。その後、
最適化された QM 領域の構造のみを抽出し、末端部分には水素原子を付加し
た。抽出構造の静電ポテンシャルを IEFPCM 法によりエーテルの溶媒条件下(ε 
= 4)、B3LYP/cc-pVTZ レベルで計算した。この計算結果をもとに、RESP 法を
用いてそれぞれの原子の部分電荷を決定した。結果、Mg イオンの電荷の値は
1.54 と算出され、MD シミュレーションにはこの値を用いた。 
 
③MD シミュレーションの条件設定 
まず、LEaP モジュールを用いて本研究で得られた結晶構造のタンパク質に
対し、その周囲 10 Å に TIP3P モデルの水分子 94を直方体状に発生させた。力
場パラメータには阻害化合物に対して General AMBER Force Field (GAFF)95を
適用し、その他の分子には AMBER ff03 force field96を適用した。そして、
AMBER11 プログラムパッケージ中の sander モジュールを用いて、水分子のエ
ネルギー極小化、阻害化合物と Mg イオンを除く全原子のエネルギー極小化、
阻害化合物と Mg イオンを除く全原子の 0 K から 310 K への昇温、全原子のエ
ネルギー極小化、全原子の 0 K から 310 K への昇温を行った。エネルギー極小
化については、3000 ステップの最急降下法(Steepest Descent Method)を経て、
7000 ステップの共役勾配法(conjugated Gradient Method)によりエネルギーを収
束させている。また、昇温については、100 ピコ秒かけて NVT アンサンブル
で行っている。その後、平衡化のための 0.4 ns のプレシミュレーションを行っ
たうえで、100 ns の本シミュレーションを実行した。MD シミュレーションに
ついては、NPT アンサンブル(1 atm, 310 K)における周期境界条件下で cut-off
距離を 12 Åとしてパーティクルメッシュエワルド(PME)法を使用した。また、
全ての水素原子を含む結合には SHAKE 近似 97を用いて水素原子を拘束し、
1step を 2 フェムト秒とした。 
 
Ⅰ- 3 - 19. 分子動力学(MD)シミュレーションの解析 
AMBER11 プログラムパッケージ中の ptraj モジュールを用いて、RMSD (Root 
Mean Square Deviation)値と B-factor を計算した。その際、主鎖の原子(N, Cα, C)
のみで計算を行った。また、B-factor の計算には最後の 50 ns のトラジェクトリ
を用いている。 
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阻害化合物の結合安定性を比較するため、MM-GBSA 法により結合自由エネ
ルギーを次式に基づき計算した 98。 
 
ΔGbind  =  ΔEint  + ΔEele  + ΔEvdw  + ΔGsol  - TΔS 
 
ここで、ΔGbindは溶液中の結合自由エネルギーを表し、ΔEint 、ΔEele、ΔEvdwはそ
れぞれ内部弾性エネルギー、タンパク質とリガンド分子間の静電相互作用エネ
ルギー、van der Waals 相互作用エネルギーである。ΔGsolは溶媒和効果による安
定化エネルギー、- TΔS は結合によるエントロピー効果を表す。ΔEint 、ΔEele、ΔEvdw
の算出には、MD シミュレーションで用いたものと同一の力場パラメータを利用
し、cut-off は用いなかった。ΔGsolはさらに 2 つの項に分割される。 
 
ΔGsol  =  ΔGGB  + ΔGSA 
 
ΔGGBは静電的溶媒和エネルギー、ΔGSAは非極性溶媒和エネルギーである。ΔGGB
は AMBER プログラムに実装されている mmpbsa モジュールにおいて IGB オプ
ションの値を 2 とすることで、modified generalized Born 法により計算した 99。本
研究では溶質内部の誘電率を 2.0、溶媒の誘電率を 80.0 とした。ΔGSAは次式に
より計算される。 
 
ΔGSA  =  γ × SASA + β 
 
γは表面張力定数であり、0.0072 とした。βはオフセット値であり、0.0 とした。
Solvent-Accessible Surface Area (SASA)は linear combination of pairwise overlaps 
(LCPO) モデルで計算した 100。エントロピー項 (- TΔS) については、しばしば
大きなエネルギー誤差が生じるため、今回は考慮しなかった。 
 
化合物 1 については、100 ns の MD シミュレーションの中で 500 ps ごとにス
ナップショットを抽出し、全部で 200 枚のスナップショットについて結合自由
エネルギーを計算し、それらの平均値を求めた。化合物 2 と 3 については、100 
ns の MD シミュレーションの中で 100 ps ごとにスナップショットを抽出し、全
部で 1000 枚のスナップショットについて結合自由エネルギーを計算し、10 枚ご
との（つまり 1 ns ごとの）平均値を算出することで、シミュレーションの経過
に沿った 100 個の結合自由エネルギー値を求めた。 
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Ⅰ- 4. 結果 
Ⅰ- 4 - 1. PANの 1 段階目の精製 
Fig. 18 に PANの１段階目の精製の結果を示す。280nm の紫外線の吸光度は青
色で、imidazole 濃度が緑色で示されている(0%は 10 mM、100%は 500 mM に対
応)。また、Fig. 19 は Fig. 18 で赤色の線で示している領域の各フラクションを
SDS-PAGE・CBB 染色で見たものである。His-Nus タグ融合時の PANの分子量は
81.6 kD であり、Fig. 19 では右端 5 レーンにわたりそのバンドが確認できる。Fig. 
18 では黒い矢印で示したピークがこれに対応しており、この部分を取得した。 
 
 
Fig. 18 1 段階目の精製のクロマトグラム 
 
 
Fig. 19 Fig.18 の赤線の領域の各フラクションの SDS-PAGE 
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Ⅰ- 4 - 2. PANの 2 段階目の精製 
Fig. 20 に PANの 2 段階目の精製の結果を示す。280nm の紫外線の吸光度は青
色で、imidazole 濃度が緑色で示されている(0%は 10 mM、100%は 500 mM に対
応)。また、Fig. 21 は Fig. 20 で赤色の線で示している領域の各フラクションを
SDS-PAGE・銀染色で見たものである。His-Nus タグ切断後の PANの分子量は 23.6 
kD であり、Fig. 21 では赤色で示した領域の右端 4 レーンにわたりそのバンドが
確認できる。Fig. 20 では黒い矢印で示したピークがこれに対応しており、この
部分を取得した。橙・黄色の領域にも同様の高さのバンドが見られたが、タグ
を切断したPANはCoイオンとは相互作用せずにフロースルーに早めに溶出され
ると考えたため、取得していない。 
 
Fig. 20 2 段階目の精製のクロマトグラム 
 
Fig. 21 Fig.20 の赤・橙・黄色線の領域の各フラクションの SDS-PAGE 
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Ⅰ- 4 - 3. PANの阻害化合物の探索 
精製したPANタンパク質、化合物ライブラリを用いて阻害化合物を探索した。
Fig. 22 にアガロースゲル電気泳動後の結果の例を示す。－(マイナス)は DNA の
み、+(プラス)は PANあり、compounds はそれぞれ 1 種類ずつ化合物を加えたこ
とを意味している。この図では化合物 10 種に PANのエンドヌクレアーゼ阻害活
性がなく、ssDNA が切断されてしまっている。 
 
                    + －    compounds 
 
Fig. 22 スクリーニング結果の例 
 
このようにスクリーニングを行う中で、阻害活性をもつ化合物 1, 2, 3 を見出
した(Fig. 23)。これら化合物の化学構造式は Fig. 24 に示した。 
 
 
Fig. 23 化合物 1, 2, 3 の濃度依存的な阻害活性 
ssDNA 
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Fig. 24 化合物 1, 2, 3 の構造式 
 
Ⅰ- 4 - 4. PANの阻害化合物の IC50値の測定 
化合物 1, 2, 3 の IC50値をⅠ- 3 - 15. の方法により求めた。Fig. 25 は阻害活性の
測定例である。横軸が時間、縦軸が蛍光強度である。阻害化合物の濃度依存的
に蛍光強度の増加の程度（各線の傾き）が小さくなっている。各阻害剤濃度に
対して、その時の PANの反応速度 Vm、すなわち各線の傾きをプロットすると
Fig. 26 のようなグラフが得られる。これらのデータにシグモイド曲線をフィッ
ティングさせ、Vm 値が最大値の 50%となるときの阻害化合物濃度を IC50値とし
て決定した。 
 
Fig. 25 化合物 3 の阻害活性測定例 
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Fig. 26 化合物 1, 2, 3 の IC50値 
 
Ⅰ- 4 - 5. PANの阻害化合物の EC50値と CC50値 
 化合物 1, 2, 3 の抗ウイルス活性 EC50値と細胞毒性 CC50値を山本典生准教授
（順天堂大学大学院医学研究院）に依頼して測定して頂いた。その結果を Table 
1 に IC50値のデータと併せて示した。この結果より、化合物 1, 2, 3 が抗ウイルス
活性を有することが明らかとなった。 
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Table 1 化合物 1, 2, 3 の IC50値、EC50値、CC50値 
Compound IC50 (µM) EC50 (µM) CC50 (µM) 
1 9.68 ± 1.19 11.76 ± 2.27 > 200 
2 63.30 ± 5.72 11.46 ± 1.13 74.11 ± 1.61 
3 8.26 ± 0.79 14.42 ± 3.85 > 200 
 
Ⅰ- 4 - 6. PAN
Δloopの 1 段階目の精製 
Fig. 27 に PAN
Δloopの 1 段階目の精製の結果を示す。280nm の紫外線の吸光度は
青色で、imidazole 濃度が緑色で示されている(0%は 10 mM、100%は 500 mM に
対応)。また、Fig. 28 は Fig. 27 で赤色の線で示している領域の各フラクションを
SDS-PAGE・CBB 染色で見たものである。His-Nus タグ融合時の PAN
Δloopの分子
量は 79.4 kDであり、Fig. 28では右端 6レーンにわたりそのバンドが確認できる。
Fig. 27 では黒い矢印で示したピークがこれに対応しており、この部分を取得し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 27 PAN
Δloop
 1 段階目の精製のクロマトグラム 
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Fig. 28 Fig.27 の赤線の領域の各フラクションの SDS-PAGE 
 
Ⅰ- 4 - 7. PAN
Δloopの 2 段階目、3段階目の精製 
PAN
Δloopの 2 段階目、3 段階目の精製を続けて行った。Fig. 29 に PAN
Δloopの 3
段階目の精製の結果を示す。280nm の紫外線の吸光度を測定している。また、
Fig. 30 は Fig. 29 において矢印で示しているピークの各フラクションを
SDS-PAGE・Oriole 染色で見たものである。His-Nus タグ切断後の PAN
Δloopの分子
量は 22.4 kD であり、そのバンドが確認できる。また、精製度も十分であると考
えられる。そこで、この部分を取得し、濃縮して結晶化の実験に用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29 PAN
Δloop
 3 段階目の精製のクロマトグラム 
PANの 
分子量 
75 kD 
25 kD 
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Fig. 30 Fig.29 において矢印で示したピークの各フラクションの SDS-PAGE 
 
Ⅰ- 4 - 8. PAN
Δloopの結晶化 
Ⅰ- 3 - 16. の方法により PAN
Δloopタンパク質を結晶化した。Fig. 31 に析出した
結晶の例を示した。化合物 1, 2, 3 それぞれとの共結晶とするため、ソーキング
を行った。そしてできた共結晶とソーキングをしていないアポ体の X 線構造解
析を行った。それらの結晶構造を PAN-compound 1, PAN-compound 2,  
PAN-compound 3, PAN-apo と呼ぶこととする。 
 
Fig. 31 PAN
Δloop
 の単結晶の例 
 
PANの 
分子量 
75 kD 
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Ⅰ- 4 - 9. PAN
Δloopの結晶構造解析データ 
得られた結晶構造の X 線回折データと精密化の統計値を Table 2 に示した。 
Table 2 結晶構造の X 線回折データと精密化の統計値 
  PAN-apo PAN-compound 1 PAN-compound 2 PAN-compound 3 
Data collection     
  
X-ray source AR-NE3A, PF, KEK AR-NE3A, PF, KEK BL5A, PF, KEK BL5A, PF, KEK 
Wavelength (Å) 1.000 1.000 1.000 1.000 
Space group P41212 P41212 P41212 P41212 
a, b, c (Å) 66.33, 66.33, 127.34 66.77, 66.77, 126.25 66.56, 66.56, 129.17 66.76, 66.76, 126.74 
Total no. reflections 423428 310070 126278 374092 
Unique no. reflections 30558 22713 10200 27032 
Resolution (last shell) (Å) 50.00-1.70 (1.73-1.70) 50.00-1.90(1.93-1.90) 50.00-2.50 (2.54-2.50) 50.00-1.80 (1.83-1.80) 
Completeness (last shell) (%) 95.1 (99.4) 98.1 (100.0) 95.6 (93.3) 98.8 (100.0) 
Rmerge (last shell) 0.072 (0.900) 0.168 (0.000) 0.136 (0.000) 0.060 (0.000) 
I/sigmaI (last shell) 28.584 (3.465) 12.676 (1.464) 16.255 (2.583) 36.194 (2.500) 
Redundancy (last shell) 13.9 (14.4) 13.7 (12.7) 12.4 (12.8) 13.8 (14.2) 
Sigma cut-off (I) |I| < -3.0s |I| < -3.0s |I| < -3.0s |I| < -3.0s 
Refinement    
  
Resolution (Å) 29.41-1.80 32.27-1.905 38.04-2.50 32.28-1.80 
No. reflections (Rfree set) 25617 (1316) 22653 (1168) 10153 (472) 26966 (1354) 
Rwork/Rfree 0.224/0.274 0.196/0.234 0.222/0.270 0.200/0.225 
No. atoms/Mean B-factors(Å2)    
  
all 1737/36.35 1730/43.87 1612/42.69 1722/44.67 
protein 1493/34.32 1493/42.09 1493/40.69 1493/43.04 
inhibitor 0/0.00 60/59.91 40/65.75 19/53.26 
water 237/48.47 170/53.57 73/43.86 203/55.15 
other 7/59.26 7/50.14 6/104.40 7/65.33 
Ramachandran (%)    
  
Favored 98.9 98.9 99.4 98.3 
Outliers 0.0 0.0 0.0 0.0 
RMS bond (Å) 0.010 0.017 0.004 0.013 
RMS angle (º) 1.23 1.61 0.79 1.44 
Compound Structure   
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Ⅰ- 4 - 10. PAN-apo の結晶構造 
PAN-apo の全体の結晶構造と活性中心近傍の拡大図を Fig. 32A, B にそれぞれ
示した。先行研究における結晶構造と同様に、2 つのマンガンイオンがそれぞれ
2 つの金属配位部位、M1 と M2 に配位していた。M1 部位のマンガンイオンは
His41, Asp108, Glu119, Ile120 に配位され、M2 部位のマンガンイオンは Glu80, 
Asp108 に配位されていた。 
 
 
Fig. 32 PAN-compound 1 の結晶構造 (A) PAN-apo の全体構造。タンパク質主鎖
の骨格をカートゥーン表示（グレー）、2 つのマンガンイオンを球表示（マゼン
タ）、活性中心近傍のタンパク質残基をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、
窒素は青）で示している。(B) PAN-apo の活性中心付近の拡大図。黒い点線は相
互作用していることを示す。2 つの金属配位部位をそれぞれ M1 部位、M2 部位
と呼ぶこととする。 
 
Ⅰ- 4 - 11. PAN-compound 1 の共結晶構造 
PAN-compound 1 の結晶構造を Fig. 33 に示した。この構造中で、化合物 1 が 3
分子結合していた(Fig. 33A, B)。これらを 1A, 1B, 1C と呼んで区別することとす
る。それらのタンパク質との相互作用の様子はそれぞれ Fig. 33C, D, E に示した。
1A についてはそのトリヒドロキシフェニル基の部分で活性中心の 2 つの金属イ
オンに配位していた。1C の結合部位には、アポ体においては Arg124 の側鎖が
存在していたが、Arg124 のコンフォメーション変化により 1C が結合できるよ
うになっていた(Fig. 33F)。これら 3 分子の Fo-Fc OMIT map は Fig. 34 に示した。 
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Fig. 33 PAN-compound 1 の結晶構造 (A) PAN-compound 1 の全体構造。タンパク
質主鎖の骨格をカートゥーン表示（緑）、2 つのマンガンイオンを球表示（マゼ
ンタ）、3 分子ある化合物 1 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は赤、フッ素
は薄い水色）で表している。化合物 1 の 3 分子をそれぞれ 1A, 1B, 1C とラベル
した。(B) タンパク質を Surface representation で表示した。炭素は灰色、酸素は
赤、窒素は青で示した。(C-E) 1A, 1B, 1C それぞれの相互作用の様子。近傍のタ
ンパク質残基をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素は青）している。
黒い点線は相互作用していることを示す。(F) 化合物 1 の結合による Arg124 の
コンフォメーション変化。PAN-compound 1 の構造（緑）を比較のため 4AWG (PDB 
code)の chain A の構造（薄いピンク）に重ね合わせて表示した。 
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Fig. 34 1A, 1B, 1C の Fo-Fc OMIT map (赤色のメッシュ、2.5 σ) 
 
Ⅰ- 4 - 12. PAN-compound 1 の MD シミュレーション 
 得られた PAN-compound 1 の結晶構造をもとに、100 ns の MD シミュレーショ
ンを実施した。生体内においてはマグネシウムイオンがエンドヌクレアーゼ活
性の補因子としてより重要であると考えられるため、本シミュレーションにお
いて、マンガンイオンをマグネシウムイオンに置き換えている。また、タンパ
ク質に結合していた硫酸イオンは結晶化剤中の高濃度の硫酸アンモニウムに由
来するものと考え、塩化物イオンに置き換えている。以降に出てくる MD シミ
ュレーションについても、繰り返し述べないが同様の置換を行っている。 
 
 100 ns のシミュレーション中の、初期構造をリファレンスとするタンパク質主
鎖の原子の RMSD 値は常に 3.0 Å を下回った(Fig. 35)。また、ほとんどのタンパ
ク質残基の B-factor は 50 Å2を下回った(Fig. 36)。これらの結果より、シミュレ
ーションの時間は十分であり、系が十分安定であると考えた。 
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Fig. 35 PAN-compound 1 の MD シミュレーションの RMSD 
 
 
Fig. 36 PAN-compound 1 の MD シミュレーションの B-factor 
 
 Fig. 37 にシミュレーション中の構造変化の様子を示した。1A のパラフルオロ
フェニル基は結晶構造における位置から大きく変化し揺らぎが大きかった。1A
のトリヒドロキシフェニル基は金属イオンとの相互作用を維持し続けた。1B の
パラフルオロフェニル基は Tyr24 と相互作用し続けたものの、コンフォメーショ
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ンの変化が多かった。一方、1C のパラフルオロフェニル基は揺らぎが小さく、
タンパク質と安定に相互作用し続けた。MM/GBSA 法により結合自由エネルギ
ーΔGbindを算出したところ(Table 3)、やはり 1C の値が 1A, 1B に比べて低く、よ
り安定にタンパク質に結合していることがわかった。 
 
Fig. 37 PAN-compound 1 の MD シミュレーション中の構造変化 (A) 2 ns (B) 20 
ns (C) 60 ns (D) 100 ns での構造。タンパク質主鎖の骨格をカートゥーン表示（グ
レー）、2 つの金属イオンを球表示（マゼンタ）、3 分子ある化合物 1 をスティッ
ク表示（炭素は黄色、酸素は赤、フッ素は薄い水色）、近傍のタンパク質残基を
スティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素は青）で表している。 
 
Table 3 MM/GBSA 法により算出した結合自由エネルギー 
   ΔEele (kcal/mol) ΔEvdw (kcal/mol) ΔGsol (kcal/mol) ΔGbind (kcal/mol) 
1A -17.209 ± 2.519 -27.195 ± 3.494 14.324 ± 2.142 -30.080 ± 3.068 
1B -12.007 ± 5.748 -35.694 ± 5.735 12.871 ± 3.945 -34.830 ± 5.453 
1C -21.142 ± 11.675 -36.227 ± 5.361 18.746 ± 8.104 -38.623 ± 3.602 
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Ⅰ- 4 - 13. PAN-compound 2 の共結晶構造 
PAN-compound 2 の結晶構造を Fig. 38 に示した。活性中心に 2 つの化合物 2 の
分子が結合していた(Fig. 38a)。これらを 2A, 2B と呼んで区別することとする。
特徴的な点として、活性中心には 1 つのマンガンイオンのみ結合していた。M1
部位は代わりに 2A のニトロ基が占めていた。化合物 2 が結合することでマンガ
ンイオンを追い出したものと考えられる。また、化合物 2 の結合によりその周
りのいくつかの残基がコンフォメーション変化を起こしていた(Fig. 38b)。 
 
Fig. 38 PAN-compound 2 の結晶構造 (a) PAN-compound 2 の活性中心。タンパク
質の骨格をカートゥーン表示（グレー）、マンガンイオンを球表示（マゼンタ）、
2 分子ある化合物 2 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は赤、窒素は青、塩素
は緑）、近傍のタンパク質残基をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素
は青）で表している。化合物 2 の 2 分子をそれぞれ 2A, 2B とラベルした。(b) 
PAN-apo との重ね合わせによる比較。PAN-apo のタンパク質の骨格のカートゥー
ン表示とスティック表示している炭素を緑、PAN-compound 2 のタンパク質の骨
格のカートゥーン表示とスティック表示している炭素を水色で示した。PAN-apo
に結合している 2つのマンガンイオンは薄いピンクの球で示している。化合物 2
の結合によるコンフォメーション変化を矢印で示している。(c, d) 2A と 2B のタ
ンパク質との相互作用の様子。黒い点線は相互作用していることを示す。 
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2Aと2Bのタンパク質との相互作用の様子はそれぞれFig. 38c, dに示している。
2A の 2 つのベンゼン環と M2 部位のマンガンイオンの間にはそれぞれ CH-metal
相互作用が見られた 101。これは M2 部位のマンガンイオンがアポ体に比べてよ
り電子豊富になっているためと考えられる。アポ体との主な違いとして、マン
ガンイオンに対して、Glu119 のカルボキシル基の酸素と Leu106 のカルボニル酸
素がより近接していること、M1 部位にマンガンイオンが存在していないことが
挙げられる。2B は 2A に比べて相互作用している部位が少ない。2 つの分子の位
置関係から考えても、2B は 2A の結合した後に結合したと推察され、2A よりも
結合アフィニティーは弱いと考えられる。2A と 2B の Fo-Fc OMIT map は Fig. 39
に示した。 
 
Fig. 39 2A, 2B の Fo-Fc OMIT map (緑色のメッシュ、2.5 σ) (a) 2A と 2B 両方を
同時に示した。 (b) 2A のみ示した。 (c) 2B のみ示した。 
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Ⅰ- 4 - 14. PAN-compound 3 の共結晶構造 
PAN-compound 3 の結晶構造を Fig. 40 に示した。化合物 3 は 1 分子結合してい
た(Fig. 40a, b)。この分子は活性中心の金属イオンに配位していなかった。その
結合様式は 1C とほぼ同様であり、Arg124 のコンフォメーション変化を伴うも
のであった(Fig. 40c)。化合物 3 はもともと(E)体と(Z)体のどちらであるか不明で
あったが、Fo-Fc OMIT map (Fig. 41)より、(E)体が結合していると判明した。 
 
Fig. 40 PAN-compound 3の結晶構造 (a, b) 化合物 3とタンパク質との相互作用
の様子を 2 つのアングルで示した。。黒い点線は相互作用していることを示す。
タンパク質の骨格をカートゥーン表示（グレー）、マンガンイオンを球表示（マ
ゼンタ）、化合物 3 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は赤、窒素は青、塩素
は緑）、近傍のタンパク質残基をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素
は青）で表している。(c) 化合物 3 の結合による Arg124 のコンフォメーション
変化。PAN-apo を緑、PAN-compound 3 を水色で示した。 
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Fig. 41 化合物 3 の Fo-Fc OMIT map (緑色のメッシュ、2.5 σ) 
 
Ⅰ- 4 - 15. PAN-compound 2 の MD シミュレーション 
 得られた PAN-compound 2 の結晶構造をもとに、100 ns の MD シミュレーショ
ンを実施した。100 ns のシミュレーション中の、初期構造をリファレンスとする
タンパク質主鎖の原子の RMSD 値は常に 3.0 Å を下回った(Fig. 42)。また、ほと
んどのタンパク質残基の B-factor は 50 Å2を下回り、結晶構造における B-factor
と同様のピークパターンを示した(Fig. 43)。これらの結果より、シミュレーショ
ンの時間は十分であり、系が十分安定であると考えた。 
 
 
Fig. 42 PAN-compound 2 の MD シミュレーションの RMSD 
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Fig. 43 PAN-compound 2 の MD シミュレーション（赤線）と結晶構造(緑線)で
の B-factor の比較。紫色の点は活性中心の残基が位置していることを表す。 
 
 
Fig. 44 に PAN-compound 2 のシミュレーション中の 2A, 2B のコンフォメーシ
ョン変化の様子を示した。2A はシミュレーションが始まるとすぐに金属イオン
から少し離れ(Fig. 44a-d)、その後大きく向きを変えた(Fig. 44e)。このコンフォメ
ーションは 100 ns までほぼ維持された(Fig. 44f-h)。2B はシミュレーションが始
まるとすぐに活性中心のポケットから離れたが(Fig. 44a)、近くの別の部位に再
び結合した(Fig. 44b)。その後コンフォメーションは変化し続けたものの、この
部位に結合し続けた(Fig. 44c-h)。2A, 2B のこのような揺らぎの大きさは化合物 2
の阻害活性の低さ(Table 1)と相関していると考えられる。 
 
Fig. 45にMM/GBSA法で求めた、PAN-compound 2のシミュレーション中の 2A, 
2B の結合自由エネルギーの変化をグラフで示した。2A のグラフを見ると、一時
的にエネルギーが高くなっている時間があるが、これは 2A がその向きを変化さ
せている過渡的な状態であると考えられる。結晶構造にほぼ対応する最初の結
合自由エネルギー値と最後の約 60 nsの間の結合自由エネルギー値はほぼ同程度
であり、これらの結合安定性がほぼ等しいことがわかった。一方2Bについては、
結晶構造にほぼ対応する最初の結合自由エネルギー値が高く、その後の結合状
態のほうがより安定であるということがわかった。全体的に値を比べると、や
はり 2A のほうが 2B よりも安定に結合していることがわかった。 
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Fig. 44 PAN-compound 2 の MD シミュレーション中の 2A, 2B のコンフォメーシ
ョン変化 (a) 1 ns (b) 5 ns (c) 10 ns (d) 20 ns (e) 40 ns (f) 60 ns (g) 80 ns (h) 100 ns
での構造。タンパク質主鎖の骨格をカートゥーン表示（水色）、金属イオンを球
表示（マゼンタ）、2 分子ある化合物 2 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は
赤、窒素は青、塩素は緑）で表している。 
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Fig. 44 PAN-compound 2 の MD シミュレーション中の 2A (a), 2B (b)の結合自由
エネルギーの変化 
 
Ⅰ- 4 - 16. PAN-compound 3 の MD シミュレーション 
 得られた PAN-compound 3 の結晶構造をもとに、100 ns の MD シミュレーショ
ンを実施した。100 ns のシミュレーション中の、初期構造をリファレンスとする
タンパク質主鎖の原子の RMSD 値は常に 3.0 Å を下回った(Fig. 45)。また、ほと
んどのタンパク質残基の B-factor は 50 Å2を下回り、結晶構造における B-factor
と同様のピークパターンを示した(Fig. 46)。これらの結果より、シミュレーショ
ンの時間は十分であり、系が十分安定であると考えた。 
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Fig. 45 PAN-compound 3 の MD シミュレーションの RMSD 
 
 
Fig. 46 PAN-compound 3 の MD シミュレーション（赤線）と結晶構造(緑線)で
の B-factor の比較。紫色の点は活性中心の残基が位置していることを表す。 
 
Fig. 47 に PAN-compound 3 のシミュレーション中の化合物 3 のコンフォメーシ
ョン変化の様子を示した。化合物 3 はシミュレーション中、比較的安定にタン
パク質に結合し続けた(Fig. 47a-h)。部分的にみると、パラクロロフェニル基が特
に安定にタンパク質の残基と相互作用し続けた。一方、トリヒドロキシフェニ
ル基の部分は多少揺らぎがあり、タンパク質残基との相互作用は少なかった。 
 
 Fig. 48 に MM/GBSA 法で求めた、PAN-compound 3 のシミュレーション中の化
合物 3 の結合自由エネルギーの変化をグラフで示した。化合物 3 の結合自由エ
ネルギーは 2A, 2B に比べて変化が小さく、揺らぎが少ないことがより明らかと
なった。最初の 40 ns でみられるエネルギー変化はトリヒドロキシフェニル基の
部分の揺らぎと相関していると考えられる。 
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Fig. 47 PAN-compound 3 の MD シミュレーション中の化合物 3 のコンフォメー
ション変化 (a) 1 ns (b) 5 ns (c) 10 ns (d) 20 ns (e) 40 ns (f) 60 ns (g) 80 ns (h) 100 ns
での構造。タンパク質主鎖の骨格をカートゥーン表示（水色）、金属イオンを球
表示（マゼンタ）、化合物 3 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は赤、窒素は
青、塩素は緑）で表している。 
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Fig. 48 PAN-compound 3 の MD シミュレーション中の化合物 3 の結合自由エネ
ルギーの変化 
 
Ⅰ- 4 - 17. より阻害活性の高い化合物の探索 
 これまでに得られた阻害化合物の結合様式の情報を基に、より阻害活性の高
い化合物を探索することとした。化合物の合成については研究室の他のメンバ
ーに依頼して合成してもらった。MD シミュレーションの結果より、1C, 3 の結
合様式が特に安定であり、それらのパラフルオロフェニル基、パラクロロフェ
ニル基がタンパク質と安定に相互作用していたため、この部分構造を維持して、
その他の部分の構造を改変した類縁化合物に焦点を絞り、いくつか合成しても
らった。 Fig. 49 にそれらの例を示す。残念なことに、これらの化合物には阻
害活性が見られなかった。 
  
 
Fig. 49 阻害活性がなかった類縁化合物 4 と 5 
 
 
5 4 
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 一方、化合物 1 と 3 でみられるようなトリヒドロキシフェニル基を保持する
化合物 6 について合成してもらい活性を測定したところ、阻害活性がみられた
(Fig. 50a)。また、上記の化合物 1 ~ 3 と同様の条件でタンパク質との共結晶を作
出し、X 線結晶構造解析を行ったところ、化合物 6 がタンパク質に 3 分子結合
しており、そのうちの 1 つは活性中心の金属イオンに配位していた(Fig. 50b)。 
 
 
Fig. 50 阻害活性がみられた類縁化合物 6 (a)とその PAN
Δloopへの結合様式(b) 
(b)においては、タンパク質の骨格をカートゥーン表示（グレー）、マンガンイオ
ンを球表示（マゼンタ）、化合物 6 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は赤）、
近傍のタンパク質残基をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素は青）
で表している。 
 
 
Ⅰ- 4 - 18. pH 7.0 における共結晶構造解析 
 以上の実験結果から、化合物 3 についての共結晶構造について見直す必要が
あると考えた。そこで、化合物をソーキングする際に用いる結晶化剤の pH を
5.8 から 7.0 に変更したうえでソーキングを行い、同様に結晶構造を解析した。
化合物 2 についても同様に構造解析を行った。これらの結晶構造はそれぞれ
PAN-compound 2 at pH 7.0, PAN-compound 3 at pH 7.0 と呼ぶこととする。得られた
結晶構造の X 線回折データと精密化の統計値を Table 4 に示した。 
 
6 
(a) (b) 
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Table 4 pH 7.0 での結晶構造の X 線回折データと精密化の統計値 
  
PAN-compound 2 
at pH 7.0 
PAN-compound 3 
at pH 7.0 
Data collection   
 
X-ray source BL17A, PF, KEK BL17A, PF, KEK 
Wavelength (Å) 0.980 0.980 
Space group P41212 P41212 
a, b, c (Å) 66.40, 66.40, 127.39 66.58, 66.58, 128.31 
Total no. reflections 117975 145354 
Unique no. reflections 10401 16066 
Resolution (last shell) (Å) 50.00-2.50 (2.54-2.50) 50.00-2.15 (2.19-2.15) 
Completeness (last shell) (%) 99.9 (100.0) 98.0 (99.4) 
Rmerge (last shell) 0.152 (1.195) 0.074 (1.034) 
I/sigmaI (last shell) 18.628 (3.625) 25.351 (2.320) 
Redundancy (last shell) 11.3 (8.8) 9.0 (9.0) 
Sigma cut-off (I) |I| < -3.0s |I| < -3.0s 
Refinement   
 
Resolution (Å) 46.96-2.50 44.20-2.15 
No. reflections (Rfree set) 10354 (550) 16051 (813) 
Rwork/Rfree 0.201/0.232 0.205/0.227 
No. atoms/Mean B-factors(Å2)   
 
all 1542/59.34 1568/48.36 
protein 1493/58.76 1493/47.71 
inhibitor 20/93.08 38/74.19 
water 23/54.75 30/43.94 
other 6/108.06 7/66.12 
Ramachandran (%)   
 
Favored 98.3 98.9 
Outliers 0.0 0.0 
RMS bond (Å) 0.006 0.009 
RMS angle (º) 0.79 1.08 
Compound Structure 
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Ⅰ- 4 - 19. PAN-compound 2 at pH 7.0 の結晶構造 
 PAN-compound 2 at pH 7.0 の結晶構造を Fig. 51 に示した。この結晶構造中に、
pH 5.8 における 2A とほぼ同様の結合様式で化合物 2 の分子が結合していた(2A’ 
と呼ぶこととする)。pH 5.8における 2Bに対応する分子はみられなかった。pH 5.8
における結晶構造とのもう 1つの違いとして、M1部位に水分子が結合していた。
この違いの理由として、His41 の側鎖の窒素原子のプロトン化状態が変わった可
能性が考えられる。しかし金属は配位していなかったため、化合物 2 が金属イ
オンを追い出したという点では pH 5.8 と同様の結果であった。2A’ の Fo-Fc 
OMIT map を Fig. 52 に示した。 
 
Fig. 51 PAN-compound 2 at pH 7.0 の結晶構造。タンパク質の骨格をカートゥー
ン表示（グレー）、マンガンイオンを球表示（マゼンタ）、水分子を球表示（赤）、
化合物 2 をスティック表示（炭素は黄色、酸素は赤、窒素は青、塩素は緑）、近
傍のタンパク質残基をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素は青）で
表している。化合物 2 の分子を 2A’とラベルした。 
 
Fig. 52 2A’の Fo-Fc OMIT map (青色のメッシュ、1.8 σ) 
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Ⅰ- 4 - 20. PAN-compound 3 at pH 7.0 の結晶構造 
 PAN-compound 3 at pH 7.0 の結晶構造を Fig. 53 に示した。この結晶構造中に、
pH 5.8 における 3 とほぼ同様の結合様式で化合物 3 の分子が結合していた(3A’ 
と呼ぶこととする)。一方、pH 5.8 での結晶構造ではみられなかったもう 1 つの
分子(3B’ と呼ぶこととする)が観察された。3B’ はそのトリヒドロキシフェニル
基の部分で活性中心の 2 つの金属イオンに配位していた。3A’と 3B’の Fo-Fc 
OMIT map を Fig. 54 に示した。 
 
Fig. 53 PAN-compound 3 at pH 7.0 の結晶構造。タンパク質の骨格をカートゥー
ン表示（グレー）、マンガンイオンを球表示（マゼンタ）、化合物 3 をスティッ
ク表示（炭素は黄色、酸素は赤、窒素は青、塩素は緑）、近傍のタンパク質残基
をスティック表示（炭素は水色、酸素は赤、窒素は青）で表している。化合物 3
の 2 つの分子を 3A’, 3B’とラベルした。 
 
Fig. 54 3A’ (a)と 3B’ (b)のFo-Fc OMIT map (青色のメッシュ、それぞれ 2.3, 2.7 σ) 
(b) (a) 
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Ⅰ- 4 - 21. 考察・まとめ 
 以上の結果より、pH 5.8 と 7.0 ではタンパク質や化合物のプロトン化状態が変
化し、結晶構造に影響を与えることが示された。化合物 1, 2, 3, 6 に阻害活性が
あり、化合物 4, 5 に阻害活性がみられなかったことから、阻害活性を示すには
金属イオンに配位する、あるいは金属イオンを追い出すような構造が必須であ
ると考えられる。化合物 3 の pH 5.8 における共結晶構造中では化合物は金属イ
オンに配位していなかったが、生理的条件に近い中性条件(pH 7.0)では金属イオ
ンへの配位がみられた。これはトリヒドロキシフェニル基のプロトン化状態が
変化したためと考えられる。 
 
 一方、化合物 1 と 6 については pH 5.8 での共結晶構造において、それらの化
合物のトリヒドロキシフェニル基が活性中心の金属イオンに配位していた。そ
の理由として、これらの化合物の構造中のトリヒドロキシフェニル基に隣接し
ているカルボニル基が電子を吸引してヒドロキシ基の脱プロトン化状態を安定
化していることが考えられる。このカルボニル基は化合物 3 にはない部分構造
である。 
 
 MD シミュレーションの結果から、1C や 3 はそれぞれのパラフルオロフェニ
ル基、パラクロロフェニル基の部分構造がタンパク質中の残基と安定に相互作
用していた。これらの部分構造はそれら単独で阻害活性を示すことはできない
が、金属に配位する部分構造とつなげた形の化合物を設計することで、タンパ
ク質へのアフィニティーが高く、高い阻害活性を有する化合物を創出すること
ができると考えられる。 
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第Ⅱ章 
 
 
沈殿剤によるタンパク質結晶化機構の解明 
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Ⅱ- 1. 序論 
Ⅱ- 1 - 1. タンパク質の X 線結晶構造解析 
 X 線結晶構造解析はタンパク質の立体構造を原子レベルで決定する非常に有
用な手法である。しかし、タンパク質の結晶化は困難であることが多く、結晶
化条件の探索がしばしば研究の律速となる。結晶化条件の探索は通常、さまざ
まな組成の結晶化剤と呼ばれる溶液を用いてスクリーニングを行うことから始
める。それらの中で、結晶が出るような良い条件、すなわちヒットがあればそ
の条件を最適化していき、質・大きさ共に十分な結晶に成長させる。しかし、
基本的にはごく限られた条件でしか結晶はできない。また、タンパク質中の残
基を数残基変異させただけで結晶化条件が大きく変化することもある。実験を
行う前に結晶化に成功する結晶化条件を予測できれば多くの手間・費用・時間
をかけずに済むが、現状ではそれを可能とするような技法はない。そもそも、
結晶化に成功する限られた結晶化条件と成功しない条件とで何が違うのかが明
確になっていないという問題点がある。 
 
 
Ⅱ- 1 - 2. タンパク質結晶化の方法 
 タンパク質の結晶化方法としては微量の試料で多数の条件検討が可能なもの
が考案されてきた。これまでにバルクバッチ法、マイクロバッチ法、蒸気拡散
法、自由界面拡散法、マイクロ透析法、マイクロシーディング法等が開発され
てきた。今回の研究では、最も良く行われている結晶法である蒸気拡散法のう
ち、ハンギングドロップ法に焦点を当てる(Fig. 55)。蒸気拡散法では、タンパク
質溶液に結晶化剤を加えて母液とし、これと過剰量の平衡化溶液(通常、結晶化
剤の組成を用いる)とを同一容器中に分離密封し、放置する。すると徐々に母液
から水分が蒸発し、蒸気平衡により結晶化剤の組成に近づいていく。ゆっくり
とタンパク質濃度と結晶化剤濃度が上昇していく過程で核形成と結晶成長が期
待できる。より少量のタンパク質溶液(1 µL ~ 数 µL 程度)で容易にセットアップ
ができるため、多くの結晶化条件を調べる場合に適している。ハンギングドロ
ップ法ではガラス板にドロップをぶらさげ密閉する。なおガラス板とウェルの
間に空気が入らないようにするため、密閉には真空グリースを用いる。母液に
はタンパク質溶液と結晶化剤を適当な割合(通常 1:1)で混合したものを使う。 
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Fig. 55 ハンギングドロップ法での操作手順 
 
Ⅱ- 1 - 3. タンパク質結晶化の原理 
タンパク質溶液に対してその溶解度を減少させるような物理化学的変化を与
えていくと、タンパク質分子は次第に溶存しにくくなる。結晶化剤は主にタン
パク質の溶解度を低下させることでタンパク質の結晶化を引き起こす。タンパ
ク質の溶解度に影響を与える要因としては、pH、イオン強度、添加剤の種類及
び濃度、温度等が挙げられる。結晶化剤の組成の中でも、タンパク質の溶解度
を効果的に減少させる添加物質を沈殿剤と呼び、硫酸塩・リン酸塩・クエン酸
塩等の高溶解性多価塩、アルコール等の親水性有機溶媒、ポリエチレングリコ
ール(PEG)等の高分子化合物が多用されている。タンパク質の溶解度にはこうし
た要因が複雑に影響し合っている。 
 
Fig. 56 に示したのは、タンパク質の結晶化における相変化図である。過飽和
領域においてタンパク質同士は凝集可能な状態となるが、直ちに沈殿生成領域
に至ると、無秩序な非晶質の沈殿を生じてしまう。一方、核形成領域に到達し
形成された結晶核が結晶成長領域におかれると、タンパク質分子が規則的に結
晶核の表面に堆積し、巨視的結晶への成長が期待できる。また、核形成領域に
至らない場合、結晶成長領域では結晶は析出せず、準安定な過飽和溶液の状態
を維持する。つまり、過飽和状態での核形成と結晶成長という 2 つの過程をい
かに制御するかということが、タンパク質の結晶化では重要である。しかし、
どのような結晶化剤（特に沈殿剤）を用いても濃度さえうまく調整すれば結晶
が必ず析出するというわけではない。Fig. 56 の相変化図はあくまでモデルであ
り、タンパク質の溶解度の変化だけでは結晶化の成否を完全に説明することは
できない。 
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Fig. 56 タンパク質の結晶化における相変化図 
 
Ⅱ- 1 - 4. 第二ビリアル係数について 
実在溶液における浸透圧 Π は次式で表される。 
 
 
 
ここで、A2 は第二ビリアル係数とよばれ、実在溶液における分子間相互作用を
表し、A2 > 0 では斥力、A2 < 0 では引力がはたらいていることを意味する。タン
パク質溶液において第二ビリアル係数はタンパク質の溶解度と相関することが
知られている(Fig. 57)102。また、いくつかのタンパク質について、結晶がうまく
析出する溶液中の第二ビリアル係数を測定すると、それらの値は一定の範囲内
に収まった（Crystallization Slot と呼ばれる）という報告がある(Fig. 58)103。その
範囲内における第二ビリアル係数の値は弱い分子間引力がはたらいていること
を示す。溶解度と第二ビリアル係数はタンパク質の結晶化をするうえで重要な
要素であり、第二ビリアル係数を測定することでその溶液が結晶化しうる状態
であるかどうか、ある程度は予想することができる。 
 
- 66 - 
 
 
Fig. 57 さまざまな条件の lysozyme 溶液の第二ビリアル係数と溶解度の相関 102 
 
 
Fig. 58 結晶化に成功する溶液の第二ビリアル係数 B22の値とそのデータ数
103
 
 
Ⅱ- 1 - 5. 塩によるタンパク質溶液への影響 
タンパク質を結晶化するための沈殿剤として塩を用いた場合、塩がタンパク
質に及ぼす作用の説明として、①Common ion effect ②Debye-Hückel effect ③
Hofmeister effect ④Electroselectivity effect の 4 つが挙げられる。これらについて
簡単に紹介する。 
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①Common ion effect 
 正味電荷をもつタンパク質の水溶液中においてはカウンターイオンが存在す
る。例えば、Cl- がカウンターイオンとして用いられている場合に、この溶液に
NaCl を加えていくと、NaCl は Na+と Cl- に分かれて完全に溶解する一方で、タ
ンパク質と Cl- が結合する方向に平衡が動く。するとタンパク質の電荷が減り、
静電的な反発が抑えられるため、溶解度が下がる。これが Commom ion effect の
説明である。タンパク質の正味電荷が大きいタンパク質は Commom ion effect が
大きいと考えられている 104。 
 
②Debye-Hückel effect 
 Debye-Hückel effect とはいわゆる静電遮蔽効果のことである。タンパク質溶液
中で、塩に由来するイオン濃度を上げていくと、イオン強度が上がり、活量係
数が下がっていく。すると、タンパク質の活量は下がることになる。これはす
なわちイオンによってタンパク質の表面電荷が遮蔽されていることを意味する。 
そのため、静電的な反発が抑えられ、タンパク質の溶解度が下がる。 
 
③Hofmeister effect 
 Fig. 59 に Hofmeister series とよばれるイオンの順序が示されている 105。左側の
イオンは Kosmotrope とよばれ、右側のイオンは Chaotrope とよばれる。イオン
はタンパク質の水和構造に影響を与えるが、Kosmotrope と Chaotrope では影響の
しかたが異なる。 
 
Kosmotropicなイオンはタンパク質の第二水和層の水分子を自身に水和させる
ことで第一水和層とのネットワークを壊し、水和による安定化効果を減弱させ
る。この場合水溶液は poorer solvent となり、タンパク質はその影響を最小化す
るために表面積を減らそうとしてコンパクトかつ rigid になり、表面張力が高く
なり、より安定化する。その結果、タンパク質の溶解度が下がり、塩析・結晶
化が起きる。 
 
Chaotropic なイオンは逆にタンパク質の第二水和層と第一水和層とのネット
ワークをより安定化し、水和によるタンパク質の安定化効果を増大させる。こ
の場合水溶液は better solvent となり、タンパク質はその影響を最大化するために
表面積を増やそうとして unfold し、より揺らぎやすくなり、表面張力が低くな
り、より不安定化する。その結果タンパク質の溶解度が上がり、塩溶が起きる。 
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Fig. 59 Hofmeister series とその影響 105 
 
④Electroselectivity effect 
 Fig. 60 に Electroselectivity series とよばれるイオンの順序が示されている 106。
これらはイオン交換レジンへの結合力の順に並んでいる。タンパク質溶液中に
おいてはタンパク質表面の荷電残基との直接的静電相互作用のしやすさを示し
ている。左側に位置するイオンのほうがタンパク質を安定化する効果があると
いうことになる。この順序は Fig. 59 の Hofmeister series とは対照的である。一価
のイオンに限れば、Electroselectivity effect と Hofmeister effect でのタンパク質の
安定化の順序はほぼ逆転しており、これら 2 つの作用が拮抗することになる。2
価のイオンに関しては、どちらの作用においても一般的にタンパク質を安定化
させる方向にはたらく。 
 
 
Fig. 60 Electroselectivity series106 
 
Ⅱ- 1 - 6.  親水性有機溶媒によるタンパク質溶液への影響 
タンパク質を結晶化するための沈殿剤として親水性有機溶媒を用いた場合、
親水性有機溶媒がタンパク質溶液に及ぼす作用の 1 つとして、溶液の誘電率の
変化がある 107。誘電率が変化することでタンパク質の相互作用に影響を与える
と考えられる。塩濃度を下げることでも有機溶媒を加えるのと同様の効果があ
ると考えられるが、有機溶媒のほうがより効果的に誘電率を低下させることが
できる。 
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 別の作用として、有機溶媒分子はタンパク質表面の疎水的な部位に結合する
ことでタンパク質の水和構造に影響を与えるという報告がある 108, 109。しかし一
方で、それらの沈殿剤は一般的にタンパク質表面から優先的に(preferentially)排
除されるためにタンパク質は優先的に水和されるという報告もある 110。タンパ
ク質のこの優先的水和(preferential hydration)はそれらの沈殿剤の排除体積効果
(excluded volume effects)によるものである 111。 
 
Ⅱ- 1 - 7.  ポリマーによるタンパク質溶液への影響 
ポリマーのなかでも PEG (polyethylene glycol)は最も広く用いられる沈殿剤で
ある。PEG は親水性有機溶媒と同様に、排除体積効果により一般的にタンパク
質表面から優先的に排除される 112。そのタンパク質相互作用への効果はdepletion 
forces により説明される 113。Fig. 61 において、グレーの球はタンパク質、黒の
折れ曲がった線は PEG を表している 114。白色の領域は PEG の重心が入り込め
ない領域で、depletion zone と呼ばれる。矢印の右側のようにタンパク質どうし
が相互作用作用すると、この depletion zone が全体では減少し、逆に PEG の
accessible area が増加する。それはすなわち、PEG のエントロピーの増加を意味
する。このような PEG のエントロピー増加を駆動力とするタンパク質どうしの
相互作用を引き起こす PEG の作用を depletion force という。ただし一方で、PEG
は直接タンパク質と相互作用するという報告もある 115。 
 
 
Fig. 61 Depletion force の説明（本文参照）114 
 
Ⅱ- 1 - 8.  用いた沈殿剤と結晶の空間群との関係 
我々の研究グループで行った先行研究、タンパク質結晶構造のクラスター解
析について説明する。この研究ではまず、HIV-1 のもつタンパク質 protease に着
目した。Protein Data Bank に登録されている 499 個の HIV-1 protease の結晶構造
データを用いて、それらの主鎖の構造類似性を RMSD 値から計算し、クラスタ
ー解析により、499 個の結晶構造を 6 グループに分類した(Fig. 62)。 
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Fig. 62 HIV-1 protease の結晶構造のクラスター解析による分類 
 
 次に、このようにグループを分ける理由について、さまざまな要因を検討し
た。その結果、結晶の空間群の種類がグループごとに大きく異なることを見出
した(Table 5)。例えば、Group 1 では 173 個中 172 個の結晶構造が P21212 であり、
Group 2 では 71 個中 69 個が P212121であった。また、結晶化に用いた沈殿剤に
ついても調べたところ、同様にグループごとに有意差が現れた(Table 6)。例えば、
Group 1 ではその多くは用いた沈殿剤が Sodium chloride であり、Group 2 ではそ
の多くが Ammonium sulfate であった。 
 
Table 5 それぞれのグループに属する結晶構造の空間群 
 
 
Table 6 それぞれのグループに属する結晶構造の結晶化に用いた沈殿剤 
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 これらの結果は、用いた沈殿剤と結晶の空間群が強く相関していることを示
している。そして、空間群ごとに結晶構造中のタンパク質どうしの接触のしか
たが変わるため、タンパク質の構造に違いを生んでいると考えられる。我々は
さらに、hemoglobin, myoglobin, lysozyme, human serum albumin でも同様のクラス
ター解析を行い、HIV-1 protease の場合と同様の相関があることを確かめた。以
上の結果より、一般的にタンパク質の結晶化において用いる沈殿剤が、作出さ
れた結晶の空間群を規定していると考えられる。 
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Ⅱ- 2. 本研究の目的・概要 
 
 
Ⅱ- 1 - 1 で述べた通り、タンパク質の結晶化を行う上での大きな問題点として、
結晶化に成功する時の結晶化剤の組成とそれ以外とで何が違うのか、その理由
が明確になっていないことが挙げられる。本研究では、タンパク質が結晶化す
る理由について、特に沈殿剤に焦点を当てて調べることとした。 
 
沈殿剤がタンパク質に与える影響を研究した過去の文献についてはⅡ- 1 - 5 ~
Ⅱ- 1 - 7 で概説したが、それらだけでは沈殿剤ごとに結晶化の成否が変わる理由
を説明することができない。タンパク質はコロイド分子と違って、異方的な分
子であり、その影響を考慮する必要があると考えられる。 
 
 Ⅱ- 1 - 8 で述べた通り、我々は先行研究において、一般的にタンパク質の結晶
化の際に用いる沈殿剤が、作出された結晶の空間群を規定していることを見出
した。そこで、本研究では沈殿剤が空間群を規定する理由について検討するこ
ととした。 
 
 モデルタンパク質として、第Ⅰ章で用いた PAN
Δloopを選び研究を進めた。まず、
PAN
Δloopタンパク質の結晶化条件を改めて探索し、3 つの結晶化条件において結
晶化・構造解析に成功した。次に、得られた結晶構造をもとにしてそれぞれの
沈殿剤を含むタンパク質溶液モデルを作成し、MD シミュレーションを行った。
その結果を結晶構造と比較し、空間群を規定する理由を調べた。さらに、それ
らの沈殿剤によって結晶化が成功した理由についても考察した。 
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Ⅱ- 3. 方法 
Ⅱ- 3 - 1. PANΔ
loopタンパク質の発現・精製 
PAN
Δloopタンパク質の発現ベクターはⅠ- 3 - 1 で作成したものを用いた。
PAN
Δloopタンパク質の発現・精製はⅠ- 3 - 3 ~Ⅰ- 3 - 13 に示した方法と同様である 
 
Ⅱ- 3 - 2. PANΔ
loopタンパク質の結晶化条件の探索 
まず幅広く結晶化剤の条件を検討するために、結晶化剤のスクリーニングキ
ットが売られている。本研究では Wizard: Classic Crystallization Screen series, 
Wizard: Cryo Crystallization Screen series (Emerald Bio), Crystal Screen Kit (Hampton 
Research)といったスクリーニングキットを用いた。タンパク質溶液にはあらか
じめ MnCl2を終濃度 4 mM となるよう加え、結晶化の方法は蒸気拡散法のハン
ギングドロップ法を用い、タンパク質溶液と結晶化剤それぞれ 1 µL を混合して
ハンギングドロップとし、18 °C でインキュベートした。その中でヒットした条
件について最適化をして、それぞれの最終的な結晶化条件を決定した。3 つの結
晶化剤の組成を次の①～③に示した。 
 
①100 mM MES pH 5.8, 1.1 M Ammonium sulfate, 0.1 M Potassium chloride, 9% (v/v) 
Trehalose 
②100 mM MES pH 6.0, 0.8 M Potassium sodium tartrate 
③100 mM Tris-HCl pH 7.5, 28% PEG 8000, 0.2 M Calcium acetate, 10% Jeffamine 
M-600 
 
ただし、①は第Ⅰ章の PAN-apo のものと同様であり、その結晶構造データを
そのまま用いることとし、今回は②と③のみ構造解析した。これら②と③の条
件で結晶を作出した後、それぞれの結晶化剤の組成に対して終濃度 4 mM となる
よう MnCl2を加え、さらに終濃度 22.5%となるよう glycerol を混合したクライオ
プロテクタント溶液中に結晶を移してから、すぐに液体窒素中に移して瞬間凍
結し、保存した。 
 
Ⅱ- 3 - 3. タンパク質の結晶構造の決定 
 X 線回折実験は茨城県つくば市の高エネルギー加速器研究機構内のフォトン
ファクトリーにおいて行った。X 線回折のデータは 100 K において収集した。
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回折データは HKL2000 を用いて空間群の決定、積分、スケーリングの処理を行
った。強度の情報を構造因子に変換し、5%の回折点は Rfreeの計算に用いること
とした。PDB コード 4ZQQ（第Ⅰ章で得られた PAN
Δloopの結晶構造、PAN-apo。
化合物の結合していないアポ体）の結晶構造をサーチモデルとして MOLREP プ
ログラムにより分子置換法を用い、結晶構造を決定した。構造精密化には
PHENIX と COOT を用いた。 
 
Ⅱ- 3 - 4. 分子動力学(MD)シミュレーション 
 得られた X 線結晶構造をもとに MD シミュレーションを行った。手順につい
て以下①～③の順に述べていく。 
①沈殿剤各分子（各イオン）の電荷パラメータの計算 
②計算モデルの作成 
③MD シミュレーションの条件設定 
 
①沈殿剤各分子（各イオン）の電荷パラメータの計算 
Ⅱ- 3 - 2 において示した 3 つの結晶化剤の条件のなかで沈殿剤はそれぞれ、
Ammonium sulfate, Potassium sodium tartrate, PEG 8000 である。PEG 8000 につい
ては、分子サイズが大きすぎて計算上取り扱うのが難しいため、PEG 1000 を
代用の分子として用いることにした。これらの沈殿剤のうち、Ammonium ion, 
Sulfate ion, Tartrate ion, PEG 1000 に関しては MD シミュレーションを行うため
の電荷パラメータを以下の手順で計算した。まず各分子の構造を Gauss View
で作成した。次に Gaussian09 を用いて B3LYP/6-31G**レベルで構造最適化し
た後、各分子の静電ポテンシャルを IEFPCM 法によりエーテルの溶媒条件下(ε 
= 4)、B3LYP/cc-pVTZ レベルで計算した。この計算結果をもとに、RESP 法を
用いてそれぞれの原子の部分電荷を決定した。 
 
②計算モデルの作成 
Ⅱ- 3 - 2 で示した 3 つの結晶化条件それぞれについて、セットした瞬間のハ
ンギングドロップ中の組成を再現するよう、次のⅰ～ⅳの条件で計算モデルを
作成することとした。ただし、ⅰは沈殿剤を含まないリファレンスである。ま
た沈殿剤の影響に焦点を当てるため、結晶化剤中の他の添加剤は含まなかった。 
 
 ⅰ. 1 molucule of PAN
Δloop
 protein, 2 molecules of Mg
2+
 ions at the active site, 50 
mM NaCl 
 ⅱ. 1 molucule of PAN
Δloop
 protein, 2 molecules of Mg
2+
 ions at the active site, 50 
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mM NaCl, 0.5 M Ammonium sulfate 
 ⅲ. 1 molucule of PAN
Δloop
 protein, 2 molecules of Mg
2+
 ions at the active site, 50 
mM NaCl, 0.4 M Potassium sodium tartrate 
 ⅳ. 1 molucule of PAN
Δloop
 protein, 2 molecules of Mg
2+
 ions at the active site, 50 
mM NaCl, 14% PEG 1000 
 
まず、第Ⅰ章で得られた結晶構造、PAN-apo (PDB コード：4ZQQ)のタンパ
ク質について、2 つの活性中心の Mn イオンを Mg イオンで置換した。第Ⅰ章
と同様、Mg イオンの電荷のパラメータは 1.54 とする。次に LEaP モジュール
を用いてタンパク質に対し、その周囲 13 Å に TIP3P モデルの水分子を直方体
状に発生させた。続いて、50 mM NaCl となるよう、直方体中にナトリウムイ
オンと塩化物イオンをランダムに発生させた。ⅱとⅲの条件においては、さら
に、それぞれの沈殿剤濃度となるよう、水分子をランダムに沈殿剤の各イオン
に置換した。ⅳの条件においては、PEG をランダムに発生させると溶質どう
しがオーバーラップしてしまう、直方体から大きくはみだしてしまう、などの
問題が起きてしまうため、タンパク質の周囲に直線状の PEG を 14%の濃度と
なるよう等間隔で配置し、オーバーラップした水分子を取り除いた。ⅱ～ⅳの
条件では、沈殿剤の配置を変えて 2 通り作成した。すなわち、以上の手順で
MD シミュレーションを行う計算モデルを合計で 7 つ作成した。 
 
③MD シミュレーションの条件設定 
力場パラメータには①で電荷パラメータを算出した沈殿剤各分子（各イオン）
に対して General AMBER Force Field (GAFF) を適用し、その他の分子には
AMBER ff10 force field
116を適用した。そして、AMBER14 プログラムパッケー
ジ 117中の sander モジュールを用いて、水分子のエネルギー極小化、全原子の
エネルギー極小化、全原子の 0 K から 291 K への昇温、平衡化のための 0.4 ns
のプレシミュレーションを行った。その後、AMBER14 プログラムパッケージ
中の pmemd.cuda モジュールを用いて、100 ns（PEG を含む条件では 200 ns）
の本シミュレーションを実行した。エネルギー極小化については、3000 ステ
ップの最急降下法(Steepest Descent Method)を経て、7000 ステップの共役勾配
法(conjugated Gradient Method)によりエネルギーを収束させている。また、昇
温については、100 ピコ秒かけて NVT アンサンブルで行っている。MD シミ
ュレーションについては、NPT アンサンブル(1 atm, 310 K)における周期境界条
件下で cut-off 距離を 12 Å としてパーティクルメッシュエワルド(PME)法を使
用した。また、全ての水素原子を含む結合には SHAKE 近似を用いて水素原子
を拘束し、1step を 2 フェムト秒とした。 
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Ⅱ- 3 - 5. 分子動力学(MD)シミュレーションの解析 
AMBER11 プログラムパッケージ中の ptraj モジュールを用いて、RMSD (Root 
Mean Square Deviation)値と B-factor を計算した。その際、主鎖の原子(N, Cα, C)
のみで計算を行った。また、B-factor の計算には最後の 50 ns のトラジェクトリ
を用いた。結晶構造との比較にはシミュレーションの最終構造を用いた。 
 
Ⅱ- 3 - 6. PAN
Δloopタンパク質周囲の静電ポテンシャルの計算 
得られた結晶構造、PAN-apo (PDB コード：4ZQQ)について、タンパク質周囲
の静電ポテンシャルをDelPhiプログラム 118に実装されている Poisson-Boltzmann
の式により計算した。本研究では溶質内部の誘電率を 4.0、溶媒の誘電率を 80.0
とした。また、計算されたタンパク質周囲の静電ポテンシャルの様子を Chimera
プログラム 119により視覚化した。 
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Ⅱ- 4. 結果 
Ⅱ- 4 - 1. PANΔ
loopタンパク質の結晶 
PAN
Δloopの結晶化条件を探索した結果、Ⅱ- 3 - 2 で示した通り、3 つの条件で結
晶化に成功した。3 つの結晶化剤の組成を以下に再掲する。 
 
①100 mM MES pH 5.8, 1.1 M Ammonium sulfate, 0.1 M Potassium chloride, 9% (v/v) 
Trehalose 
②100 mM MES pH 6.0, 0.8 M Potassium sodium tartrate 
③100 mM Tris-HCl pH 7.5, 28% PEG 8000, 0.2 M Calcium acetate, 10% Jeffamine 
M-600 
 
 これらの条件で作出された結晶を Fig. 63 に示す。ただし Fig. 63a は Fig. 31 の
結晶と同じである。 
 
 
Fig. 63 ① (a), ② (b), ③ (c) の結晶化条件での PAN
Δloop
 の結晶 
 
Ⅱ- 4 - 2. 各結晶化条件での PAN
Δloopの結晶構造解析データ 
各結晶化条件において得られた結晶構造の X 線回折データと精密化の統計値
を Table 7 に示した。ただし、沈殿剤として Ammonium sulfate を用いた結晶構
造は第Ⅰ章で得られたものであり、Table 2 の PAN-apo と同一である。Ammonium 
sulfate を用いた結晶構造と Potassium sodium tartrate を用いた結晶構造では同じ
P41212 の空間群になった。両沈殿剤はタンパク質に対し類似の作用があると推
察される。共に 1 価の陽イオンと 2 価の陰イオンからなるという共通点に由来
する作用であると考えられる。これら 2 つのの結晶構造では非対称単位中のタ
ンパク質は 1 分子であった。一方、PEG 8000 を用いた結晶構造は空間群が C2
であり、非対称単位中のタンパク質は 2 分子であった。主に作出された結晶の
(a) (b) (c) 
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大きさ・質の違いのため、PEG 8000 を用いた結晶構造の分解能は他の 2 つより
も低かった。 
 
Table 7 各結晶化条件での結晶構造の X 線回折データと精密化の統計値 
Precipitant Ammonium sulfate 
Potassium sodium 
tartrate 
PEG 8000 
Data collection 
   
X-ray source AR-NE3A, PF, KEK BL5A, PF, KEK BL5A, PF, KEK 
Wavelength (Å) 1.000 1.000 1.000 
Space group P41212 P41212 C2 
a, b, c (Å) 66.33, 66.33, 127.34 66.86, 66.86, 128.00 64.24, 87.40, 66.50 
α, β, γ ( ° ) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 94.31, 90.00 
Total no. reflections 423428 420444 35682 
Unique no. reflections 30558 29953 9578 
Resolution (last shell) (Å) 50.00-1.70 (1.73-1.70) 50.00-1.75 (1.78-1.75) 50.00-2.75 (2.80-2.75) 
Completeness (last shell) (%) 95.1 (99.4) 99.6 (100.0) 99.9 (100.0) 
Rmerge (last shell) 0.072 (0.900) 0.059 (1.359) 0.159 (0.635) 
I/sigmaI (last shell) 28.584 (3.465) 44.219 (2.340) 8.910 (2.255) 
Redundancy (last shell) 13.9 (14.4) 14.0 (14.3) 3.7 (3.7) 
Sigma cut-off (I) |I| < -3.0s |I| < -3.0s |I| < -3.0s 
Refinement 
   
Resolution (Å) 29.41-1.80 32.34-1.75 36.49-2.75 
No. reflections (Rfree set) 25617 (1316) 29882 (1519) 9578 (514) 
Rwork/Rfree 0.224/0.274 0.194/0.238 0.197/0.234 
No. atoms/Mean B-factors(Å2) 
   
all 1737/36.35 1702/35.97 3024/45.87 
protein 1493/34.32 1493/34.66 2986/45.93 
water 237/48.47 197/45.84 34/39.80 
other 7/59.26 12/37.69 4/52.46 
Ramachandran (%) 
   
Favored 98.9 97.7 98.0 
Outliers 0.0 0.0 0.0 
RMS bond (Å) 0.010 0.017 0.003 
RMS angle (º) 1.23 1.63 0.68 
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Ⅱ- 4 - 3. Ammonium sulfate を用いた結晶構造 
Fig. 64 に沈殿剤として Ammonium sulfate を用いた PAN
Δloopの結晶構造を示し
た。非対称単位中の構造だけでなく、結晶中の配列がわかるよう図示した。青
い直方体で示しているのは単位格子である。単位格子当たり、タンパク質は 8
分子存在しており、Fig. 64 ではそれらを別々の色で表している。また、同じ色
の分子は別々の単位格子に属しており、同じ向きを向いていることを意味する。 
 
Fig. 64 Ammonium sulfate を用いた PAN
Δloop
 の結晶構造 
 
 この構造の中で、ある 1 分子に着目してこの分子と直接接触している分子だ
けを抜き出して図示したのが Fig. 65 である。中心の緑色のタンパク質分子に対
して、その周囲に 4 つのタンパク質分子が接触していた。また、2 つの黄色の分
子と、それぞれの緑色の分子との接触様式は完全に等価である。2 つの水色の分
子と、それぞれの緑色の分子との接触様式も等価である。すなわち、この結晶
構造中のタンパク質分子間の相互作用の様式は 2 通りしかない。 
a 
b 
c 
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Fig. 65 Ammonium sulfate を用いた PAN
Δloop
 の結晶構造での分子間の接触 
 
Ⅱ- 4 - 4. Potassium sodium tartrate を用いた結晶構造 
Potassium sodium tartrate を沈殿剤として用いた結晶構造はⅡ- 4 - 2で述べた通
り、Ammonium sulfate を用いた結晶構造とほぼ同様である。Fig. 64 や Fig. 65 と
視覚上の変化がほぼ見られないため、ここではその結晶構造の図示を省略する。 
 
Ⅱ- 4 - 5. PEG 8000 を用いた結晶構造 
Fig. 66 に沈殿剤として PEG 8000 を用いた PAN
Δloopの結晶構造を示した。非対
称単位中の構造だけでなく、単位格子中の配列がわかるよう図示した。グレー
の平行六面体で示しているのは単位格子である。Fig. 66 では 1 つの非対称単位
に属する 2 つのタンパク質分子を同じ色で示し、それが 4 色あることで合計 8
分子が単位格子に存在することを示している。この結晶構造の中で、ある 1 分
子に着目してこの分子と直接接触している分子だけを抜き出して図示したのが
Fig. 67 である。中心の黄色のタンパク質分子に対して、その周囲に 10 個のタン
パク質分子が接触していた。非対称単位中のもう 1 つのタンパク質分子に着目
した場合もほぼ同様の接触様式であったため、そちらは省略する。 
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Fig. 66 PEG 8000 を用いた PAN
Δloop
 の結晶構造 
 
 
Fig. 67 PEG 8000 を用いた PAN
Δloop
 の結晶構造での分子間の接触 中心の黄色
の分子に対して、その周囲に異なる色の 10 分子が接触している。 
a 
b 
c 
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Ⅱ- 4 - 6. 計算モデルの作成 
沈殿剤がタンパク質に与える影響を MD シミュレーションで検討するため、
Ⅱ- 3 - 4 で述べた通り、合計 7 つの計算モデルを作成した。沈殿剤なしの計算モ
デル、Ammonium sulfate、Potassium sodium tartrate、PEG 1000 を含む各計算モデ
ルについて、作成された初期構造をそれぞれ代表して 1 つずつ Fig. 68 ~ 71 に示
す。Fig. 68 の沈殿剤を含まない計算モデルにおいて、タンパク質分子は水色の
カートゥーン、活性中心の 2 つの Mg イオンはマゼンタの球、Na イオンはグレ
ーの球、Cl イオンは緑色の球、水分子はライン表示（酸素が赤色、水素が白色）
で表されている。Fig. 69 ではそれらに加え、Ammonium イオン（窒素が青色、
水素が白色）と Sulfate イオン（硫黄が黄土色、酸素が赤色）がスティックで示
されている。Fig. 70 においては、Tartrate イオン（炭素が緑色、酸素が赤色）を
スティックで、Potassium イオンをピンクの球で示している。Fig. 71 においては、
PEG 1000（炭素が緑色、酸素が赤色）をスティックで示している。 
 
 
Fig. 68 沈殿剤を含まない PAN
Δloop
 の計算モデル 
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Fig. 69 Ammonium sulfate を含む PAN
Δloop
 の計算モデル 
 
 
Fig. 70 Potassium sodium tartrate を含む PAN
Δloop
 の計算モデル 
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Fig. 71 PEG 1000 を含む PAN
Δloop
 の計算モデル 
 
Ⅱ- 4 - 7. MD シミュレーション中の RMSD 値 
7 つの計算モデルの MD シミュレーション中の、初期構造をリファレンスとす
るタンパク質主鎖の原子の RMSD 値の変動を Fig. 72 ~ 75 に示した。全てのシミ
ュレーションにおいて、RMSD 値は常に 3 Å を下回り安定していた。従ってシ
ミュレーションの時間は十分であり、系が十分安定であると考えた。 
 
 
Fig. 72 沈殿剤を含まない MD シミュレーションの RMSD 値 
No precipitant 
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Fig. 73 Ammonium sulfate を含む 2つの MD シミュレーションの RMSD 値 
 
 
 
Fig. 74 Potassium sodium tartrateを含む 2つのMDシミュレーションのRMSD値 
 
 
 
Fig. 75 PEG 1000 を含む 2つの MD シミュレーションの RMSD 値 
 
Ammonium sulfate - 1 Ammonium sulfate - 2 
Potassium sodium tartrate - 1 Potassium sodium tartrate - 2 
PEG 1000 - 1 PEG 1000 - 2 
- 86 - 
 
Ⅱ- 4 - 8. 各 MD シミュレーションの B-factor の比較 
7 つの計算モデルの MD シミュレーションの B-factor を Fig. 76 に示した。沈
殿剤なしのシミュレーションに比べて、沈殿剤を含む全てのシミュレーション
において B-factor が全体的に低下していた。すなわち、全てのシミュレーション
においてタンパク質が安定化したことを意味する。タンパク質の揺らぎが減少
し安定化しているということは、タンパク質の溶解度が下がっているというこ
とである。従ってこの結果から、これらの沈殿剤はタンパク質の溶解度を下げ
る効果があるということを MD シミュレーションで示せたということになる。 
 
    
Fig. 76 沈殿剤なしと沈殿剤を含む各シミュレーションでのB-factorの比較 沈
殿剤なしのシミュレーションでの B-factor を赤線、Ammonium sulfate を含むシミ
ュレーションでの B-factor を緑線、Potassium sodium tartrate を含むシミュレーシ
ョンでの B-factor を青線、PEG 1000 を含むシミュレーションでの B-factor を紫
線で示している。沈殿剤ごとの 2 回ずつの結果を左と右のグラフに分けて、沈
殿剤なしのシミュレーションと比較している。 
 
Ⅱ- 4 - 9. Ammonium sulfate を含むシミュレーションの最終構造 
Ammonium sulfate を含む 2 つのシミュレーションの各最終構造を Fig. 77 に示
した。Ammonium イオン、Sulfate イオンはタンパク質の周囲に均等に分布せず、
非常に偏った分布となっていることがわかる。タンパク質表面にはこれらのイ
オンが結合しやすい部位と結合しにくい部位があると考えられる。Fig. 78 では、
Fig. 77 に示した 2 つの最終構造を 1 つに重ね合わせて示している。2 つの構造を
重ね合わせても Ammonium イオン、Sulfate イオンがほぼ結合していない部位が
あることがわかる。 
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Fig. 77 Ammonium sulfateを含む2つのMDシミュレーションの各最終構造 タ
ンパク質分子は紫色のカートゥーンで、その他は Fig. 69 の表示と同様である。
ただし、水分子は見やすさのため、表示していない。 
 
 
Fig. 78 Ammonium sulfate を含む 2 つの MD シミュレーションの各最終構造の
重ね合わせ 2 回目のシミュレーションの最終構造を半透明にした上で、1 回目
のシミュレーションの最終構造と重ね合わせて表示した。その他の表示法は Fig. 
76 と同様である。 
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 Fig. 78 で示したシミュレーションの最終構造を、Fig. 65 で示した Ammonium 
sulfate を用いた結晶構造と重ね合わせて図示したのが、Fig. 79 である。興味深
いことに、結晶構造におけるタンパク質どうしの接触部位は、シミュレーショ
ンの最終構造において Ammonium イオン、Sulfate イオンがほぼ結合していない
部位であった。Ammonium イオン、Sulfate イオンは結晶構造におけるタンパク
質どうしの接触部位以外の隙間を埋めるように分布していることがわかった。 
ただし、結晶構造におけるタンパク質どうしの接触がない部位でも、Ammonium
イオン、Sulfate イオンがほとんど分布していない部位も存在した。Fig. 80 は Fig. 
79 を後方から見た図であり、そのような部位があることがわかる。 
 
 
Fig. 79 Fig. 78 と Fig. 65 で図示したそれぞれの構造の重ね合わせ 
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Fig. 80 Fig. 79 の構造を後方からみた図 
 
Ⅱ- 4 - 10. Potassium sodium tartrate を含むシミュレーションの最終構造 
Potassium sodium tartrateを含む 2つのシミュレーションの各最終構造を 1つに
重ね合わせて Fig. 81 に示した。Potassium イオン、Sodium イオンはある程度ば
らついて分布しているが、Tartrate イオンはタンパク質の周囲に均等に分布せず、
非常に偏った分布となっていることがわかる。Ammonium sulfateの場合と同様、
タンパク質表面にはTartrateイオンが結合しやすい部位と結合しにくい部位があ
ると考えられる。 
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Fig. 81 Potassium sodium tartrate を含む 2 つの MD シミュレーションの各最終構
造の重ね合わせ 2 回目のシミュレーションの最終構造を半透明にした上で、1
回目のシミュレーションの最終構造と重ね合わせて表示した。タンパク質分子
は黄色のカートゥーン、Tartrate イオン（炭素が水色、酸素が赤色）をスティッ
ク、Sodium イオンを青色の球、Potassium イオンをピンクの球、Chloride イオン
を緑色の球で表示している。ただし水分子は見やすさのため、表示していない。 
 
Fig. 81 で示したシミュレーションの最終構造を、Potassium sodium tartrate を用
いた結晶構造（Fig. 65 で示した Ammonium sulfate を用いた結晶構造とほぼ同様
の構造）と重ね合わせて図示したのが、Fig. 82 である。Ammonium sulfate と同
様に、結晶構造におけるタンパク質どうしの接触部位は、シミュレーションの
最終構造において Potassium イオン、Sodium イオン、Tartrate イオンがほぼ結合
していない部位であった。これらのイオンは結晶構造におけるタンパク質どう
しの接触部位以外の隙間を埋めるように分布していることがわかった。
Ammonium sulfate と同様、Fig. 82 を後方から見ると結晶構造におけるタンパク
質どうしの接触がない部位でも、Potassium イオン、Sodium イオン、Tartrate イ
オンがほとんど分布していない部位があることがわかる。 
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Fig. 82 Fig. 81 と Potassium sodium tartrate を用いた結晶構造（Fig. 65 で図示した
構造とほぼ同様の構造）の重ね合わせ Fig. 81 の構造のうち、タンパク質は緑
色、Tartrate イオンの炭素原子は橙色、Chloride イオンは橙色に変えている。そ
の他の表示方法は Fig. 65, 81 と同様である。 
 
 
Fig. 83 Fig. 82 の構造を後方からみた図 
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Ⅱ- 4 - 11. PAN
Δloopの静電ポテンシャル図との比較 
PAN
Δloopの静電ポテンシャル図を Fig. 84, 85 に示した。青色のメッシュは正に
帯電していること、赤色のメッシュは負に帯電していることを示す。Fig. 84 の
タンパク質の向きは Fig. 79 や Fig. 82 の中心のタンパク質の向きと同じである。
Fig. 85 は Fig. 84 を後方から見た図であり、Fig. 80 や Fig. 83 の中心のタンパク質
の向きと同じである。これらの静電ポテンシャル図を Fig. 79, 80, 82, 83 などと比
較すると、静電ポテンシャルの絶対値が大きい部位と Ammonium sulfate あるい
は Potassium sodium tartrate の分布が多い部位がほぼ一致していることがわかる。 
Fig. 85 の中央のへリックス付近はほとんど帯電していない部位であるが、Fig. 80, 
83 において対応する部位には沈殿剤の分子がほとんど結合していないことがわ
かる。このことから、Ammonium sulfate あるいは Potassium sodium tartrate に由来
するイオン、特に陰イオンは、タンパク質表面中の帯電している部位に分布し
やすいと言える。そのため、沈殿剤はタンパク質どうしの静電的な斥力を弱め、
より相互作用しやすくしていると考えられる。 
 
 
Fig. 84 PAN
Δloopの静電ポテンシャル図 
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Fig. 85 Fig. 84 の構造を後方からみた図 
 
Ⅱ- 4 - 12. PEG 1000 を含むシミュレーションの最終構造 
PEG 1000 を含む 2 つのシミュレーションの各最終構造を 1 つに重ね合わせて
Fig. 86 に 2 つのアングルから示した。PEG 1000 はタンパク質表面の大部分を覆
っているのがわかる。ただし、部分的に PEG 1000 で覆われていない部位も存在
していた。この最終構造を結晶構造と比べるため、Fig. 67 で示した結晶構造中
の中央の黄色の分子の向きを Fig. 86 のタンパク質分子の 2 つのアングルからの
向きに合わせて表示したのが Fig. 87 である。Fig. 86 と Fig. 87 を比較すると、
MD シミュレーションの最終構造で PEG が結合していない部位は、結晶構造中
ではタンパク質どうしが接触していない部位とほぼ一致していることがわかっ
た。逆に、MD シミュレーションの最終構造で PEG が結合している部位は、結
晶構造中ではタンパク質どうしが接触している部位とほぼ一致していた。この
結果は Ammonium sulfate 及び Potassium sodium tartrate での結果とは対照的であ
る。Ammonium sulfate 及び Potassium sodium tartrate では沈殿剤が結合していない
部位がタンパク質どうしの接触部位となっていた。また、シミュレーションに
おける PEG のタンパク質結合部位と静電ポテンシャル図との間での相関も見ら
れなかった。 
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Fig. 86 PEG 1000 を含む 2 つの MD シミュレーションの各最終構造の重ね合わ
せ 2 回目のシミュレーションの最終構造を半透明にした上で、1 回目のシミュ
レーションの最終構造と重ね合わせて、2 つのアングルから表示した。タンパク
質分子は緑色のカートゥーン、PEG 1000（炭素が水色、酸素が赤色）をスティ
ックで表示している。ただし水分子は見やすさのため、表示していない。 
 
 
  
Fig. 87 Fig. 67 で示した PEG 8000 を用いた結晶構造の拡大図 Fig. 86 の 2 つの
アングルでのタンパク質分子の向きに黄色の分子の向きを合わせて表示してい
る。タンパク質の色分けは Fig. 67 と同様である。 
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Ⅱ- 4 - 13. 考察・まとめ 
 まず B-factor 解析の結果、沈殿剤なしのシミュレーションに比べて、沈殿剤を
含む全てのシミュレーションにおいて B-factor が全体的に低下していた。すなわ
ち、これらの沈殿剤のタンパク質溶解度減少効果を MD シミュレーションによ
り示した。タンパク質どうしがより相互作用しやすくなったともいえる。 
 
Ammonium sulfate 及び Potassium sodium tartrate についての MD シミュレーシ
ョンの最終構造と結晶構造を比較した結果、沈殿剤が結合していない部位がタ
ンパク質どうしの接触部位となっていた。このことは、これらの沈殿剤が空間
群を規定する理由を非常にわかりやすく説明している。すなわち、Ammonium 
sulfate, Potassium sodium tartrate は一定のタンパク質表面を覆い、限られた部位で
しかタンパク質どうしが相互作用できないようにしているため、タンパク質は
限られた分子配列しか許容されず、空間群が決まってくると考えられる。 
 
 PEGについてのMDシミュレーションの最終構造と結晶構造を比較した結果、
沈殿剤が結合している部位がタンパク質どうしの接触部位となっていた。この
ことは、Ⅱ- 1 - 7 で述べた PEG のタンパク質に対する作用 Depletion force の考え
方からの類推で説明することができる。すなわち、MD シミュレーションで見ら
れたタンパク質-PEG 相互作用が、結晶構造中で見られるタンパク質-タンパク質
相互作用に置き換わることにより、系のエントロピーが増加してタンパク質の
結晶化の駆動力になっていると推察できる。そのため、PEG の結合するタンパ
ク質表面の部位がそのままタンパク質どうしの接触部位の候補になっており、
やはりタンパク質は限られた分子配列しか許容されず、空間群が決まってくる
と考えられる。 
 
 では、そもそもなぜ沈殿剤はこのように異方的な分布を示すのか。 
Ammonium sulfate 及び Potassium sodium tartrate については静電ポテンシャル図
との比較から、より帯電している部位に分布しやすいことがわかった。これら 2
つは 1 価の陽イオンと 2 価の陰イオンの塩であり、このような共通点から同じ
空間群になったと考えられる。一方、PEG については静電ポテンシャル図との
相関が見られず、タンパク質表面のどんな要素を認識することで異方的に分布
するのかは今のところ明らかではない。 
 
 以上の結果・考察より、一般的にタンパク質の結晶化に成功する時、沈殿剤
はタンパク質に対して異方的に分布することで空間群を規定していると考えら
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れる。異方的に分布することで沈殿剤は限られたタンパク質間相互作用のみを
優先的に引き起こしているといえる。言い換えれば沈殿剤は、ある空間群の分
子配列となるために必要な結晶核生成のエネルギー障壁を、他の配列となるの
に必要なエネルギー障壁よりも有意に減少させていると考えることができる。 
 
 この考え方は、なぜ沈殿剤によって結晶化の成否が変わってくるのかという
より根本的な問題に対しても一定の説明を与えることができる。すなわち、結
晶化に成功する沈殿剤は、異方的に分布することで限られたタンパク質間相互
作用のみを優先的に引き起こし、ある分子配列となるためのエネルギー障壁だ
けを有意に低下させることができる。一方、ある沈殿剤で結晶化に成功しない
理由として、次の 2 つが考えられる。 
 
①結晶化しようとしているタンパク質表面の性質上、用いた沈殿剤が十分異方
的に分布できない。そのため沈殿剤の濃度を上げても、様々な分子配列とな
ってしまうような、様々な分子間相互作用のエネルギー障壁が同時に低下し
てしまい、タンパク質は不規則に凝集してしまう。 
 
②タンパク質表面に対して沈殿剤は異方的に分布できるものの、限られた分子
間相互作用様式の中で、安定に相互作用して結晶化できるような分子配列を
見出すことができない。 
 
 以上の説明が様々なタンパク質の結晶化に対して当てはまるかどうか、他の
タンパク質を用いたシミュレーションにより明らかにすることができる。また、
他の種類の沈殿剤についても検証することでより一般性のある説明となる。特
に、本研究で扱っていない MPD (2-methyl-2,4-pentanediol)のような有機溶媒分子
を沈殿剤として用いた場合について、今後検証する必要がある。さらに、沈殿
剤と複数のタンパク質分子を含む系でシミュレーションを行うことで、結晶構
造中で見られるような分子間相互作用を再現することが期待される。 
 
このように本研究を発展させていくことで、タンパク質結晶化のより深い理
解が得られると考える。X 線結晶構造解析において、タンパク質の結晶化は未
だに大変な労力を必要とするステップである。タンパク質の結晶化をより迅
速・効率的に達成するための技術を確立するには更なる研究が必要である。 
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